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ZUSAMMENFASSUNG

Zellen in einem Gewebe kommunizieren mit der extrazelluldren Matrix (ECM) {iber membran-
standige Rezeptoren wie z.B. Integrine. Dabei handelt es sich um Transmembranrezeptoren,
die auf extrazelluldrer Seite an Proteine der ECM binden und auf intrazelluldrer Seite tiber
einen Signal/Adapterkomplex indirekt an das Aktin-Zytoskelett gekoppelt sind. Ein solches
Setup ermoglicht ein Kommunikationssystem mit bidirektionaler Signalweiterleitung. oV [33-
Integrin gehort zu den RGD-bindenden Integrinen und erkennt mindestens 12 verschiedene
extrazelluldre Liganden. Im Gegensatz zu anderen Integrinen ergibt sich dadurch eine sehr
hohe Promiskuitét. In einer komplexen ECM-Umgebung liegen mehrere dieser Liganden von
oV 3-Integrin gleichzeitig und in unmittelbarer Ndhe zueinander vor. Bis heute ist nicht
geklart wie dieses Integrin zwischen seinen Liganden “entscheidet” und ob es Mechanismen
gibt, die je nach zelluldrer Situation regulieren welcher Ligand gebunden wird und welcher
nicht.

In dieser Arbeit wurde die Bindung von aV33-Integrin an unterschiedliche Liganden mit-
hilfe differenzieller Proteinsubstrate untersucht. Diese Art von Substrat prasentiert einer
Zelle zwei Liganden gleichzeitig und in subzelluldrer Auflosung. Damit kann eine Zelle
“entscheiden“ auf welchem Liganden préferiert Integrin-vermittelte Adhésionen gebildet
werden. In den Zellexperimenten zeigte sich eine hohe Préferenz fiir die Liganden Vitronektin
(Vn) und Osteopontin (Opn), wihrend eine Adhésionsbildung auf den Liganden Fibrinogen
(Fbg), Fibronektin (Fn) und Thrombospondin (Tsp) klar vermieden wird. In Kombination
mit biochemischen Affinitdtsmessungen wurden Vn und Opn daher als Liganden mit hoher
Affinitat fir oVR3-Integrin eingestuft, wahrend Fbg, Fn und Tsp mit vergleichsweise niedri-
gerer Affinitat gebunden werden.

Aber wie “entscheidet* dieses Integrin nun welcher Ligand gebunden wird und welcher nicht?
Basierend auf experimentellen Daten wird am Beispiel der Liganden Fn und Vn ein Modell
vorgeschlagen, in dem mechanische Kréfte die Bindungseigenschaften von oV 33-Integrin
regulieren. Wird die die Aktin/Myosin vermittelte Kontraktilitdt mittels pharmakologischer
Inhibition oder Vinculin- Knockout Studien reduziert, bindet «V3-Integrin ausschliefllich
an Vn aber nicht an Fn. Eine Erhohung der Kontraktilitit durch MyosinIIA Uberex-
pression dagegen erhoht die Fn-Bindung. Diese Daten korrelieren stark mit Effekten von
Integrin-Mutationen, die oV 3-Integrin in eine bestimmte Konformation bringen. In einer
geschlossenen Konformation (extended-closed (EC)) wird ebenfalls ausschliefilich Vn gebun-
den aber nicht Fn. In der maximal aktivierten extended-open (EO) Konformation kann
neben Vn auch der Ligand Fn stabil gebunden werden. Zusammenfassend kann also folgendes
Modell abgeleitet werden: in Situationen mit geringer intrazelluldrer Kontraktilitdt befindet
sich aVP3-Integrin in der EC-Konformation und ist ein sehr selektiver Rezeptor fiir den
Liganden Vn. Erhohter mechanischer Zug fiihrt zu einem Wechsel in die EO-Konformation

und aus einem selektiven Vn-Rezeptor wird ein promiskuitiver Fn/Vn Rezeptor.
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Kapitel 1

EINLEITUNG

In einem Organismus sind Zellen im Gewebe von einer komplexen 3D-Matrix aus extrazellula-
ren Proteinen umgeben. Die Beschaffenheit dieser extrazelluliren Matrix (ECM) beeinflusst
das Verhalten einer Zelle und steuert Prozesse wie Zellmigration, Differenzierung oder
Proliferation. Eine Zelle steht also in stdndiger Kommunikation mit ihrer Umgebung. Diese
Kommunikation wird iiber Zell-Oberflichenrezeptoren wie beispielsweise Integrine vermittelt.
Dabei handelt es sich um heterodimere Transmembranproteine, die auf extrazelluldrer Seite
Proteine der ECM binden und auf intrazelluldrer Seite einen grofien Adapter- bzw. Signal-
komplex rekrutieren. Uber diesen Adapterkomplex sind Integrin-Rezeptoren indirekt mit
dem Aktin Zytoskelett verbunden und es ergibt sich eine bidirektionale Signalweiterleitung.
Signale von auflen wie z.B. Beschaffenheit oder Steifigkeit der ECM werden ins Zellinnere
geleitet. Andersrum konnen aber auch intrazelluldre Kréfte auf die ECM iibertragen werden.
Es handelt sich also um ein sich gegenseitig beeinflussendes System aus Zelle und ECM.

RGD-bindende Integrine wie z.B o«V[33-Integrin erkennen extrazelluldre Liganden iiber die
RGD Sequenz (Arginin-Glycin-Asparaginsiure). Wahrend einige Integrin-Heterodimere auf
wenige Liganden beschrinkt sind zeigt aV33-Integrin eine sehr hohe Promiskuitdt und
erkennt mindestens 12 verschiedene Liganden. Trotz vieler Untersuchungen ist nicht bekannt
wie die Promiskuitdt von aV[33-Integrin reguliert wird. In der ECM liegen in vivo mehrere
Liganden von «V(33-Integrin gleichzeitig vor. Wie ,entscheidet” dieser Integrin-Rezeptor
also welcher Ligand gebunden wird? Zahlreiche Studien zeigen beispielsweise, dass die
Konformation und Struktur von extrazelluliren Proteinen einen starken Einfluss auf die
Affinitat fiir ein Integrin hat. Wie sieht es aber mit der Integrin Konformation und der
intrazelluldren Regulation aus? In dieser Arbeit soll anhand der Liganden Fibronektin und
Vitronektin untersucht werden wie die differenzielle Ligandenbindung von oV 3-Integrin
funktioniert und welche intrazellularen Mechanismen vorliegen. Die nétigen Grundlagen fiir

ein erweitertes Verstdndnis werden in den folgenden Kapiteln eingeleitet.



1 EINLEITUNG

1.1 DIE EXTRAZELLULARE MATRIX

Zellen im Gewebe vielzelliger Organismen sind von einer extrazelluldren Matrix (ECM)
umgeben. Dabei handelt es sich um ein dreidimensionales Netzwerk aus Proteinen und
Polysacchariden. Die Zellen in einem Gewebe haben also nicht nur Kontakt zu ihren
Nachbarzellen, sondern auch zu den Komponenten der ECM (Abb. 1.1). Die Funktion der
ECM geht dabei weit iiber die als Strukturgeriist bzw. passive Verankerungsmoglichkeit
hinaus. Vielmehr reguliert sie durch ihre mechanische Beschaffenheit und Komposition viele
zelluldre Prozesse wie z.B. Differenzierung, Proliferation oder Migration [1-4]. Umgekehrt
wird auch die ECM durch Zellen dynamisch beeinflusst. Zellen sekretieren beispielsweise
Matrix Makromolekiile, beeinflussen durch ECM-Umbau deren Architektur oder sind {iber
Regulation von Metalloproteinasen am Abbau von ECM Komponenten beteiligt [3, 5, 6].
Es entsteht also ein sich gegenseitig beeinflussendes System aus Zellen und ECM, das
die Homoostase im Gewebe aufrecht hilt. Fehlregulation dieser Homoéostase durch z.B.
verdnderte Steifigkeit oder verdnderte Komposition der ECM kann ernsthafte pathologische

Folgen wie Fibrose oder invasiven Krebs zur Folge haben [7, 8].

Losliche Faktoren
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Abbildung 1.1: Komponenten der extrazellularen Matrix. Zellen im Gewebe sind von einer
extrazelluldren Matrix (ECM) umgeben. Die ECM dient Zellen und Gewebeverbédnden als Struk-
turgeriist und bietet Verankerungsmoglichkeit. Dartiber hinaus beeinflusst die Beschaffenheit
und Komposition der ECM grundlegende zelluldre Prozesse wie Wachstum, Proliferation oder
Differenzierung. Jedes Gewebe zeigt dabei eine spezifische Zusammensetzung von ECM Kompo-
nenten. Zu den Hauptkomponenten der meisten Gewebe gehoren Kollagene, Proteoglykane und
nicht-kollagene Glykoproteine wie z.B. Fibronektin oder Laminin.



1 EINLEITUNG

Bisher wurden iiber 300 Proteine identifiziert, die Bestandteil der ECM vielzelliger Organis-
men sind [9]. Eine allgemeine Aussage tiber die Komponenten erweist sich aber als schwierig,
da jedes Gewebe eine spezifische ECM Zusammensetzung besitzt. Auch der Anteil an ECM
schwankt von Gewebe zu Gewebe. Hauptkomponenten der meisten Gewebe sind aber (i)
Kollagene [10, 11], (ii) Proteoglykane [12-14] und (iii) nicht-kollagene Glykoproteine. Zur
letzten Gruppe zéhlen beispielsweise Fibronektin (Fn), Vitronektin (Vn) oder Laminin. Diese
Proteine haben Funktion im ECM-Aufbau und dienen als Liganden fiir Zelloberflachenre-
zeptoren. Damit haben sie eine Schliisselfunktion in der Kommunikation zwischen Zellen

und ECM [9, 14, 15].

1.2 DIE INTEGRIN REZEPTORFAMILIE: EIN REZEPTOR, MEHRERE LIGAN-

DEN

Der Kontakt zwischen Zellen und der ECM wird in Metazoa iiber Zelloberflichen-Rezeptoren
wie beispielsweise Integrine vermittelt. Strukturell handelt es sich bei Integrinen um nicht-
kovalent verbundene Heterodimere aus verschiedenen «- und 3-Untereinheiten. In Verte-
braten wurden bisher 18 «-Untereinheiten und 8 (-Untereinheiten identifiziert. Je nach
Kombination der verschiedenen Untereinheiten entstehen 24 funktionell unterschiedliche
Rezeptoren mit unterschiedlicher Bindungsspezifitdt. Anhand dieser Bindungsspezifitat
und evolutiondrer Verwandtschaftsbeziehungen konnen Integrine in 4 verschiedene Grup-
pen eingeteilt werden: RGD-Rezeptoren, Kollagen-Rezeptoren, Laminin-Rezeptoren und
Leukozyten-spezifische Rezeptoren (Abb. 1.2 a) [16, 17]. Alle Integrine sind Transmem-
branrezeptoren mit einer extrazelluliren Doméne, einer Transmembrandoméne und einer
intrazelluldren Doméne. Die extrazelluldre Doméne bildet die Ligandenbindungstasche und
vermittelt die Interaktion mit extrazelluldren Liganden [18-20]. Damit kann sich eine Zel-
le passiv an Proteine der ECM verankern. In den folgenden Kapiteln werden zuerst die
Grundlagen der extrazelluldren Bindungseigenschaften behandelt bevor die Interaktionen
auf intrazelluldrer Seite betrachtet werden.

Ein erster wichtiger Punkt ist die iiberlappende Liganden- bzw. Rezeptorspezifitiat. Dies be-
deutet, dass ein Integrin-Heterodimer eine Vielzahl verschiedener Liganden binden kann (Abb.
1.2 b). Umgekehrt kann ein einzelner Ligand wiederum von mehreren Integrin-Rezeptoren
gebunden werden. In der Literatur wird hierfiir der Begriff ,,Promiskuitdt“ vorgeschlagen.
Ist also von der Bindungspromiskuitét eines Integrins die Rede, bezieht sich dies auf dessen

Fahigkeit eine Vielzahl extrazelluldrer Liganden zu binden [21-23].
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Fibrinogen Laminin

Vitronektin
Fibronektin
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Rezeptoren Laminin Rezeptoren

Abbildung 1.2: Bindungspromiskuitéit von Integrinen. (a) Integrin-Rezeptoren bestehen
aus je einer o~ und einer {3-Untereinheit, die nicht-kovalent miteinander verbunden sind. In
vielzelligen Organismen wurden bisher 18 «-Untereinheiten und 8 3-Untereinheiten identifi-
ziert. Durch Kombination verschiedener Untereinheiten konnen insgesamt 24 unterschiedliche
Integrine mit unterschiedlicher Funktion entstehen. Eine allgemeine Einteilung kann anhand
der Bindungssperzifitit erfolgen. Dementsprechend kann zwischen RGD-Rezeptoren (cyan),
Laminin-Rezeptoren (orange), Kollagen-Rezeptoren (blau) und Leukozyten-spezifischen Rezep-
toren unterschieden werden (grau). Modifiziert nach [16].

(b) Je nach Zelltyp und Zusammensetzung der ECM in einem Gewebe werden verschiedene
Integrine auf der Zelloberfliche exprimiert. Dabei beschrankt sich eine Zelle nicht nur auf
einen Rezeptor-Typ, sondern es werden verschiedene Integrine gleichzeitig prisentiert (z.B.
RGD-Rezeptoren (cyan) zusammen mit Laminin Rezeptoren (orange) und Kollagen-Rezeptoren
(blau)). Eine Vielzahl der Integrin-Rezeptoren zeigt dabei eine hohe Bindungspromiskuitét. Dies
bedeutet, dass ein Integrin mehrere extrazelluldre Liganden binden kann. Exemplarisch ist die
Bindungspromiskuitét fiir einen RGD-Rezeptor (cyan) dargestellt, der sowohl Fn, Vn als auch
Fbg bindet.

1.3 PROMISKUITAT VON «VB3-INTEGRIN: VITRONEKTIN ODER FIBRONEK-

TIN

oV 3-Integrin gehort zu den RGD-bindenden Integrinen und erkennt mindestens 12 verschie-
dene extrazelluldre Liganden. Zu den publizierten Liganden zéhlen beispielsweise die Proteine
Vn, Fn, Fibrinogen (Fbg), Osteopontin (Opn) oder Thrombospondin (Tsp). Damit gehort
aVR3-Integrin zu den promiskuitivsten Integrin-Rezeptoren [16, 23, 24]. Die Interaktion
der extrazellularen Liganden mit der Ligandenbindungstasche von oV 33-Integrin erfolgt
iiber eine konservierte Sequenz, der RGD-Sequenz. Dies ist eine Abfolge der Aminosauren
Arginin-Glycin-Asparaginsdure. [25, 26]. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Bindung der
beiden RGD-Liganden Fn und Vn. Insbesondere soll untersucht werden wie eine differenzielle
Ligandenbindung funktioniert. Fiir ein besseres Verstéindnis werden im Folgenden einige

interessante Aspekte der Bindung von Fn bzw. Vn an «V3-Integrin behandelt.
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Vn ist ein Protein, das hauptséchlich von Hepatozyten der Leber gebildet und ins Blut
abgegeben wird. Seine Konzentration im Blutplasma betrigt etwa 200-400 pg/ml [27, 28].
Es kommt aber nicht ausschliefilich im Blut vor, sondern ist auch in geringen Mengen in
zahlreichen Geweben wie beispielsweise im Bindegewebe oder Knochengewebe vertreten [29,
30]. Urspriinglich wurde aV33-Integrin von Pytela und Kollegen als der Vn-Rezeptor be-
schrieben [31, 32]. Bis heute wird dieser Rezeptor neben &V 35-Integrin als der Hauptrezeptor
fiir Vn angesehen. Diese Aussage ergibt sich vor allem aus biochemischen Affinitdtsmes-
sungen und der daraus resultierenden Dissoziationsgleichgewichtskonstante (Kp). Dieser
Wert gibt an in welchem Verhéltnis die dissoziierte (nicht an einen Rezeptor gebunden)
und undissoziierte Form (an einen Rezeptor gebunden) vorliegt. Je grofer die Kp, desto
weiter liegt das Gleichgewicht auf Seite der dissoziierten Form. Umgekehrt bedeutet dies,
je kleiner der Kp-Wert, desto wahrscheinlicher bindet der Ligand an seinen Rezeptor und
desto grofler ist die resultierende Bindungsaffinitét [33]. Frithe Affinitdtsmessungen haben
beispielsweise gezeigt, dass Vn nach Bindung an «V33-Integrin nicht dissoziiert [34]. Eine
genaue Kp konnte in dieser Studie daher nicht bestimmt werden. In einer spiteren Arbeit
von Chillakuri und Kollegen wurde fiir die Bindung von Vn an aV{33-Integrin eine Kp
von etwa 12 nM gemessen [35]. Aber was sagt dieser Wert aus: zeigt er eine hohe Affinitét
oder eine niedrige Affinitdt an? Vergleichend kann man Affinitdtsmessungen mit cyclischen
RGD-Peptiden heranziehen, die fiir eine sehr spezifische Bindung an oV 33-Integrin optimiert
wurden. Diese Messungen variieren je nach Struktur und Konformation des RGD-Peptids
aber die Kp-Werte bewegen sich im Bereich von etwa 0.5-6 nM [36, 37]. Dieser Vergleich
lasst vermuten, dass es sich bei der Interaktion von Vn mit aV33-Integrin (Kp = 12 nM)
um eine Bindung mit recht hoher Affinitdt handelt.

Wie ist die Situation aber fiir den Liganden Fn? Fn ist ein dimeres Glykoprotein und
Grundbaustein der ECM. Prinzipiell gibt es zwei Arten von Fn. Plasma-Fn wird von Hepa-
tozyten der Leber gebildet und zirkuliert in Konzentrationen von 300-400 pg/ml im Blut
[38]. Zelluldres Fn wird von zahlreichen Zelltypen wie z.B. Fibroblasten, Endothelzellen
oder Chondrozyten synthetisiert [39]. Es kommt ubiquitér in zahlreichen Geweben vor und
wird in Form unloslicher Fibrillen in die ECM eingebaut [39, 40]. In der Literatur wird
a5pB1-Integrin als Hauptrezeptor fiir Fn angesehen [41-43]. Es gibt aber noch zahlreiche
weitere Integrin-Rezeptoren, die Fn binden koénnen [22; 23]. Dazu gehort auch oV 33-Integrin.
Interessanterweise wurde in den ersten Studien von Pytela und Kollegen keine bzw. nur
eine sehr geringe Bindung von aV33-Integrin an Fn beobachtet [31, 32]. Erst in spiteren
Arbeiten wurde dieses Integrin auch als Fn-Rezeptor beschrieben [44-48]. Genaue Kp-Werte
fiir eine Bindung von Fn an aV3-Integrin sind aber nicht wirklich bekannt. Charo und
Kollegen haben beispielsweise gezeigt, dass o«V[33-Integrin die beiden Liganden Fn und Vn

mit dhnlicher Affinitat bindet [44]. Interessanterweise scheint eine Fn-Bindung aber nur mit
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einem immobilisierten Liganden moglich zu sein. In Experimenten mit 16slichem, kompaktem
Fn konnte keine Ligandenbindung an oV3-Integrin beobachtet werden [43]. Trotz der
Tatsache, dass «V[33-Integrin ein etablierter Rezeptor fiir den Liganden Fn ist, scheint eine
Fn-Bindung nicht in jedem Zustand moglich. Dies lésst vermuten, dass es moglicherweise
einen Mechanismus gibt iiber den die Bindungspromiskuitit von oV 33-Integrin reguliert

werden kann.

1.4 REGULATIONSMOGLICHKEITEN DER PROMISKUITAT

Obwohl die Bindung aller RGD-Liganden iiber das gleiche Erkennungsmotiv erfolgt, gibt es
Indizien, dass einzelne Liganden mit unterschiedlicher Affinitét gebunden werden [49, 50].
Bindet ein Integrin trotz hoher Promiskuitit bevorzugt einen einzelnen Liganden spricht
man von einer Selektivitat fir einen bestimmten Liganden. Wie kommt es trotz gleicher
Erkennungssequenz aber zu solchen differenziellen Affinitaten?

In zahlreichen Publikationen wurde bereits der Einfluss der Struktur bzw. Konformation
des Liganden untersucht. Hierfiir wurde nicht der komplette Ligand sondern synthetische
RGD Peptide mit wenigen flankierenden Aminosédureresten eingesetzt. Gemessen wurde der
inhibitorische Effekt dieser RGD-Peptide. Dies ermdoglicht indirekt Riickschliisse auf deren
Affinitdt fiir ein Integrin. Es wurde gezeigt, dass vor allem eine cyclische RGD-Struktur mit
hoherer Affinitdt gebunden wird als die lineare Sequenz [50-52]. Zudem scheinen flankierende
Aminosduren sowie die Anzahl und Position von Disulfidbriicken eine wichtige Rolle zu
spielen [53-56]. Zusammenfassend entscheidet also die Struktur und Konformation eines
Liganden ob dieser mit hoher oder niedriger Affinitat gebunden wird.

Zusétzlich zur RGD-Sequenz besitzen einige RGD-Liganden noch weitere Erkennungssequen-
zen wie beispielsweise synergistisch wirkende Bindestellen. Fn z.B. enthélt eine molekulare
Region, die als synergy site bezeichnet wird. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt,
dass a5 1-Integrin den Liganden Fn sowohl iiber die RGD-Sequenz als auch die synergy
site bindet. Nur wenn beide Bindestellen gleichzeitig gebunden sind, kann die maximale
Bindungsstérke erreicht werden [57-60]. Fir aV3-Integrin, das ebenfalls Fn bindet, er-
folgt die Fn-Bindung unabhéngig von der synergy site [61, 62]. Es ist also moglich, dass
solche synergistisch wirkenden Bindestellen eine zusétzliche Ebene der Regulation erlauben.
Vermutlich gibt es noch zahlreiche weitere Regulationsmoglichkeiten. Sehr wenig ist bei-
spielsweise iiber die Rolle der Integrin-Konformation oder iiber eine intrazelluldre Regulation

der Rezeptor-Selektivitdt bekannt. Beide Punkte werden in dieser Arbeit adressiert.
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1.5 ZELL-MATRIX ADHASIONEN: VON PASSIVER VERANKERUNG ZUM SI-

GNALKNOTENPUNKT

Bisher wurden ausschliefilich die extrazelluliren Bindungseigenschaften von Integrinen
behandelt. Wie bereits erwahnt handelt es sich bei Integrinen um Transmembranrezeptoren.
Durch die Verankerung in der Plasmamembran kann eine stabile Bindung an die ECM
erreicht werden. Integrin-Rezeptoren sind allerdings nicht nur passive Anker, die strukturellen
Halt fiir Zellen oder Gewebeverbande geben. Vielmehr wird auf cytoplasmatischer Seite eine
Vielzahl an Adapterproteinen und Signalkomponenten an die intrazellulire Doméne des
Integrin-Rezeptors rekrutiert. Das gesamte Netzwerk an intrazelluldren Adaptoren wird als
Adhisom bezeichnet [63-65]. Uber spezielle Proteine dieses Adapterkomplexes wird auch
eine indirekte Verbindung zum Aktin-Zytoskelett hergestellt (Abb. 1.3 b). Der Integrin-
Rezeptor fungiert in diesem Setup quasi als “Briicke“, wodurch die Aktin/Myosin Maschinerie
mechanisch an Komponenten der ECM gekoppelt wird. Es entsteht also ein System, das
bidirektionale Weiterleitung von mechanischen oder biochemischen Signalen entlang der
Plasmamembran erméglicht [16, 66]. Somit kénnen beispielsweise intrazelluldre Kréfte der
Aktin/Myosin Maschinerie auf Komponenten der ECM iibertragen werden. Dies ermdoglicht
Prozesse wie gerichtete Zellmigration oder Remodellierung bzw. Umbau der ECM [67-69).
Umgekehrt kénnen {iber Integrin-vermittelte Adhésionen aber auch Informationen wie z.B.
Komposition oder chemische- und mechanische Eigenschaften der ECM erkannt werden [70].
Da Integrine selbst keine enzymatische Funktion besitzen, werden solche Informationen als
biochemische Signale iiber den gebundenen Signalkomplex ins Zellinnere geleitet. Je nach
Art des Signals werden verschiedene zelluldre Antworten eingeleitet wie z.B. Reorganisation

des Zytoskelettes oder Regulierung des Zellzyklus [71, 72].

1.6 DYNAMIK VON ZELL-MATRIX ADHASIONEN

Ein einzelnes Integrin macht allerdings noch keinen stabilen Kontakt zwischen einer Zelle
und der ECM aus. Zudem kann ein einzelnes Integrin kein Signalnetzwerk auf intrazel-
luldrer Seite etablieren. Damit ein funktionaler Zell-Matrix Kontakt mit bidirektionaler
Signalweiterleitung entsteht, miissen mehrere Integrin-Rezeptoren durch laterales Clustering
zusammenlagern (Abb. 1.3 b). Dieser Prozess wird als Reifung von Zell-Matrix Adhésionen
bezeichnet. Dabei wird zwischen morphologischer und kompositioneller Reifung unterschie-
den [73]. Bei der morphologischen Reifung vergrofiert sich der Kontakt durch Rekrutierung
zahlreicher Integrin-Rezeptoren. Aktuelle Daten zeigen mittels hochauflésender Mikroskopie

(PALM), dass etwa 50 zusammengelagerte Integrin-Rezeptoren erste Nanocluster mit einer
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Grofle von 100 nm bilden [74]. Es ist natiirlich nicht ausgeschlossen, dass noch kleinere
Cluster existieren, die unter dem Auflésungslimit hochauflésender Mikroskopie liegen. Diese
punktférmigen Nanocluster werden als nascent adhesions (< 0.25 pm) bezeichnet und reifen
schlieBlich zu grofieren Fokalkomplexen (0.5 pm) oder langlichen Strukturen, die Fokalkon-
takte (1-5 pm) genannt werden [73, 75]. In mikroskopischen Aufnahmen adhérierter Zellen
sind Fokalkontakte hauptséchlich in der Zellperipherie an den Enden von Aktin Stressfasern
lokalisiert (Abb. 1.3 a) [76-78]. Gleichzeitig zur morphologischen Reifung vergrofiert sich
auch die molekulare Komplexitit der Zell-Matrix Adhésionen (= kompositionelle Reifung).
Dies bedeutet, dass mit zunehmender Reifung auch vermehrt intrazellulidre Adapterproteine
und Signalkomponenten rekrutiert werden (Abb. 1.3 b) [79, 80]. Zum einen kann dadurch
eine Kopplung an das Aktin-Zytoskelett erreicht werden [81, 82]. Zum anderen kann je nach

Setup intrazellulédrer Adaptoren das zelluldre Verhalten beeinflusst werden [83].

b

ECM Proteine

Integrin Schicht

Adapter/Signal
Proteine

Abbildung 1.3: Bildung von Zell-Matrix Kontakten. (a) In mikroskopischen Aufnahmen
sind Zell-Matrix Kontakte vor allem in der Zellperipherie lokalisiert. Je nach Reifestadium
reicht die Morphologie von punktférmigen Adhésionen (nascent adhesions) bis zu linglichen
Strukturen (Fokalkontakte). Die Enden der Zell-Matrix-Adhésionen sind typischerweise mit
dem Aktin-Zytoskelett assoziiert.

(b) In Zell-Matrix Adhésionen kommt es zur lateralen Zusammenlagerung von zahlreichen
Integrin-Rezeptoren. Diese binden auf extrazellularer Seite an Proteine der ECM wéhrend auf
intrazelluldrer Seite ein riesiger Adapter- bzw. Signalkomplex rekrutiert wird. Einige dieser
Adapterproteine koppeln Integrine indirekt an das Aktin-Zytoskelett. Die Zusammensetzung
des intrazelluliren Adapterkomplexes verdndert sich mit zunehmender Adhésionsreifung.

Ebenso wichtig wie die Bildung von Zell-Matrix Adhésionen ist deren Abbau. Beide Prozesse
miissen Ortlich und zeitlich streng kontrolliert werden. Dies ist wichtig fiir viele Integrin-
abhangige Prozesse. Bei der gerichteten Zellmigration miissen Zellen beispielsweise an der

Zellfront neue Adhésionen bilden, die dort intrazelluldre Kréfte fiir die Fortbewegung auf die
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ECM iibertragen. Am Zellende dagegen miissen bestehende Adhésionen abgebaut werden,
damit der Zellkérper nachgezogen werden kann [84-86]. Ein wichtiger Faktor, der die Balance
zwischen Auf- und Abbau reguliert, ist die Aktin/Myosin Maschinerie [75, 87-90]. Es ist mitt-
lerweile gut beschrieben, dass eine Erhéhung kontraktiler Krafte den Aufbau von Zell-Matrix
Adhésionen fordert [91, 92]. Umgekehrt fihrt eine Reduktion kontraktiler Kréfte zu deren
Abbau. Werden Zellen beispielsweise mit Blebbistatin, einem Myosin-Inhibitor behandelt,
kann man einen schnellen Abbau maturierter Adhésionen beobachten und stattdessen erhéht
sich die Anzahl von nascent adhesions [93, 94]. Ein &hnlicher Effekt zeigt sich auf weichen
Zellkultursubstraten. Auf solchen Substraten kénnen Zellen geringere kontraktile Kréfte
generieren als auf steifen Substraten [95, 96]. Auch die Zell-Matrix Adhésionen sind deutlich
kleiner und weniger maturiert [97]. Dies zeigt, dass kontraktile Kréfte eine wichtige Funktion
im Auf- und Abbau von Fokalkontakten besitzen.

Neben der Aktin/Myosin Kontraktilitdt gibt es natiirlich noch zahlreiche weitere Mechanis-
men, um die Dynamik von Zell-Matrix Adhésionen zu regulieren. Prominente Beispiele sind
Calpain-vermittelte Proteolyse von Bestandteilen der Fokalkontakte, Autophagozytose oder
Mikrotubuli-induzierter Abbau [98-103].

1.7 MECHANOSENSING IN ZELL-MATRIX ADHASIONEN: WENN KRAFTE ZU

SIGNALEN WERDEN

Aber wie genau koénnen intrazelluldre Kréfte den Reifungsprozess bzw. die Dynamik von Zell-
Matrix Adhésionen regulieren? Ein moglicher Grund sind mechanosensitive Elemente in den
Kontakten [73, 93]. Solche Proteine erfahren eine Konformationsdnderung wenn kontraktile
Krifte auf sie wirken. Dadurch werden beispielsweise Bindestellen fiir neue Proteine oder
aber auch Phosphorylierungsstellen fiir Kinasen frei, die wiederum die Rekrutierung weiterer
Signalproteine erlauben [104, 105]. Im Prinzip werden also mechanische Reize in biochemische
Signale umgewandelt, die schliefflich zu einer zellularen Antwort fithren. Dieser Prozess wird
als Mechanotransduktion bezeichnet [106].

Ein prominentes Beispiel fiir ein mechanosensitives Protein in Zell-Matrix Adhésionen ist
Talin. Talin ist eines der ersten Proteine, das in Fokalkontakte rekrutiert wird und es
verbindet Integrine direkt mit Aktin. Durch diese Verbindung zu Aktin kénnen Kréfte der
Aktin/Myosin Maschinerie direkt auf das Talin-Molekiil iibertragen werden. Strukturell
besitzt Talin 13 helicale Doménen mit unterschiedlicher mechanischer Stabilitdt. Alle diese
Doménen kénnen durch kontraktile Kréifte im physiologischen Bereich entfaltet werden [107—
109]. Dabei werden Bindestellen frei, die vorher in der gefalteten helicalen Struktur verborgen

waren. So konnen beispielsweise 11 Bindestellen fiir das Protein Vinculin freigelegt werden.
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Vinculin selbst besitzt wiederum eine Aktin-Bindestelle wodurch der Kontakt zum Aktin
Zytoskelett verstarkt und die gesamte Adhésion stabilisiert wird [110, 111]. Die Entfaltung
der helicalen Biindel in Talin ist zudem reversibel. Das heif3t wenn die Zugspannung auf
Talin verringert wird und unter einen Schwellenwert fallt, konnen die helicalen Domé&nen
wieder in den gefalteten Zustand wechseln. Im gefalteten Zustand werden Bindestellen
prasentiert, die wiederum im aufgefalteten Zustand nicht verfiigbar sind. Demnach wird
vermutet, dass jedes der 13 helicalen Biindel ein unterschiedliches Setup an Proteinen im
gefalteten bzw. aufgefalteten Zustand binden kann [112-114]. An diesem Beispiel wird
deutlich, dass mechanische Kréafte einen groflen Einfluss auf die Rekrutierung intrazellularer
Adaptoren und somit auf die Mechanotransduktion in Zell-Matrix Adhésionen haben.

Neben Talin als mechanosensitiven Signal-Knotenpunkt in Zell-Matrix Adhésionen gibt es
noch zahlreiche weitere mechanosensitive Elemente im Adhédsom. Ein weiteres Beispiel ist
der Integrin-Rezeptor selbst. Um aber detailliert zu verstehen wie mechanische Kréfte auf ein
Integrin wirken, muss erstmal geklart werden wie genau ein Integrin auf Einzelmolekiilebene

funktioniert.

1.8 INTEGRIN AKTIVIERUNG: EIN REZEPTOR, MEHRERE KONFORMATIONEN

Integrine auf der Zelloberfliche sind nicht konstitutiv aktiv. Sie kénnen auch in einem
inaktiven Zustand vorliegen und miissen fiir eine Ligandenbindung aktiviert werden. Dieser
Prozess wird als Integrin-Aktivierung bezeichnet und erméglicht es einer Zelle die ortliche
sowie zeitliche Ligandenbindung zu kontrollieren [115, 116]. Ein aktives Integrin kann auf
zwei verschiedene Arten beschrieben und definiert werden. Zum einen iiber die Funktion und
zum anderen iiber die strukturelle Konformation. Eine Definition iiber die Funktion scheint
einfach, da die Fahigkeit einen Liganden zu binden ein aktives Integrin ausmacht. Eine
strukturelle Definition ist weitaus schwieriger, da ein Integrin im Verlauf der Aktivierung
allosterischen Konformationsdnderungen unterliegt. Welche Konformation ist aber fiir ein
aktives Integrin notwendig? Bisher wurden drei Hauptkonformationen beschrieben, die in
der Literatur weitgehend anerkannt sind. Zumindest trifft dies fir 32- und (3-Integrine
zu. Ob diese Einteilung fiir weitere Integrine wie z.B. f1- oder 38-Integrine der Fall ist,
wird kontrovers diskutiert [117-119]. Im Folgenden werden die Konformationsdnderungen
wihrend der Integrin-Aktivierung beschrieben, wie sie fiir «3V33 vorliegen kénnten (Abb.

1.4).
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Abbildung 1.4: Konformationsdnderungen wihrend der Integrin Aktivierung. Inte-
grine sind nicht konstitutiv aktiv und kénnen je nach Aktivierungszustand in verschiedenen
Konformationen vorliegen. Dabei wird zwischen bent-closed, extended-closed, extended-primed
und eztended-open Konformation unterschieden. Der Wechsel zwischen den verschiedenen Kon-
formationen erfolgt durch allosterische Konformationsanderungen und ist zudem reversibel. Ein
wichtiger Schliisselschritt fiir maximale Aktivierung ist die Auslenkung der Hybrid-Doméne
relativ zur BA-Doméne. Dies fithrt zu einer starken Erhéhung der Affinitat fir extrazelluldre
Liganden. Eine ortliche und zeitliche Kontrolle der Integrin Aktivierung wird dabei iiber intra-
zellulare Signale wie z.B. mechanische Krafteinwirkung oder Rekrutierung des Adapterproteins
Talin erreicht. Umgekehrt kénnen auch extrazelluldre Signale wie z.B. Ligandenbindung oder
divalente Kationen ein Integrin in der aktivierten Form stabilisieren.

Die bent-closed (BC) Konformation wird als die inaktive Form beschrieben. Kristallstruk-
turanalysen zeigen, dass Integrine in diesem Zustand in einer kompakten, gebeugten Kon-
formation vorliegen (Abb. 1.4, BC). Die Ligandenbindungstasche ist der Plasma-Membran
zugeneigt [120]. Wird das Integrin aktiviert kommt es zu wichtigen Konformationsénderun-
gen. Ein Schlisselschritt ist das Aufrichten der Kopfdoménen der a- und (3-Untereinheiten
in die extended-closed (EC) Konformation (Abb. 1.4, EC). Diese aufgerichtete Konformation
mit geschlossener Kopfgruppe wird in der Literatur ebenfalls als inaktive Konformation
angesehen [121-123]. Um das Integrin schlieBlich in die aktive, sogenannte extended-open
(EO) Konformation zu bringen, sind weitere Konformationsianderungen nétig (Abb. 1.4,
EO). Zum einen kommt es zur Separierung der a- und (-Untereinheiten, die in der inak-

tiven Konformation durch eine Salzbriicke zusammengehalten werden. Diese Salzbriicke

11
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bewirkt eine physikalische Verbindung zwischen R995 der «-Untereinheit und D723 der
-Untereinheit. Wird sie aufgebrochen, kommt es zur Separierung der beiden Untereinheiten
und zur Integrin Aktivierung [124-127]. Ein weiterer Schliisselschritt ist die Offnung der
Kopfgruppe, was in der Literatur als headpiece-opening bezeichnet wird. Charakteristisch
fiir diesen Schritt ist die Auslenkung der Hybrid-Doméne relativ zur fA-Doméne [121,
128, 129]. Moglicherweise gibt es zwischen diesen drei Hauptkonformationen noch weitere
intermedidre Konformationen. In einigen Publikationen wurden solche Konformationen
bereits vorgeschlagen und als exztended-primed (EP) Konformation bezeichnet. In dieser
Konformation ist das Integrin in einer aufgerichteten Form aber die Hybrid Doméne ist
nicht maximal ausgelenkt (Abb. 1.4 EP) [130-132].

Warum kann ein einzelnes Integrin aber so viele verschiedene Konformationen annehmen?
In der Literatur ist die Meinung vertreten, dass jede Konformation mit einer unterschied-
lichen Affinitét fiir extrazellulire Liganden assoziiert ist [133]. Es ist allerdings schwierig
einer einzelnen Konformation ein eindeutiges Affinitdtsprofil zuzuweisen, da die meisten
Affinitdtsmessungen mit einem unbekannten Mix verschiedener Integrin Stadien durchge-
fiihrt wurden. Generell ist im Integrin-Feld aber eher die Meinung vertreten, dass nur die
EO-Konformation aktiv ist [129, 134]. In diesem Zusammenhang wurde fiir einige Integrin-
Rezeptoren gezeigt, dass die Auslenkung der Hybrid Doméne eine 1000-6000fach erhdhte
Affinitat fiir extrazellulére Liganden bewirkt [135, 136]. Die BC- und EC-Konformation
dagegen, werden beide als weitgehend inaktive Form mit einer niedrigen Affinitat fiir Li-
ganden angesehen. Die EP-Konformation soll eine intermediire Affintit besitzen, da sie
strukturell gesehen nicht maximal aktiviert ist [132]. Momentan ist diese Konformation-
Funktion Beziehung weitgehend anerkannt. Es gibt aber auch Studien, die zeigen, dass die
BC- sowie die EC-Konformation einiger Integrin-Rezeptoren physiologische Liganden binden
kann [123, 137-139]. Es ist also nicht trivial einer Integrin Konformation eine zugehorige
Funktion zuzuweisen. Hochstwahrscheinlich variiert die Funktion-Konformation Beziehung
auch von Integrin zu Integrin. Interessanterweise wurde auch vermutet, dass der Ligand
dabei eine entscheidende Rolle spielt. Dies wiirde bedeuten, dass ein aktives Integrin fiir
einen bestimmten Liganden wiederum ein inaktives Integrin fiir einen anderen Liganden

sein konnte [140].

12
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1.9 INTRAZELLULARE REGULATION DER INTEGRIN-AKTIVIERUNG

Wie kommt es aber im Verlauf der Integrin-Aktivierung zu diesen Konformationsénderungen?
Prinzipiell liegt das thermodynamische Gleichgewicht auf Seite der BC-Konformation. In
diesem Zusammenhang wurde beispielsweise fiir a-531-Integrin gezeigt, dass 99,75 % der
membransténdigen Integrin Population in der BC-Konformation vorliegt [134, 141]. Dies
macht deutlich, dass eine Energiebarriere iiberwunden werden muss, damit ein Integrin in
die EO-Konformation wechseln kann. Um diese ,,Hiirde“ zu iiberwinden ist ein zellularer
Energieaufwand notig. Mittlerweile ist gut beschrieben, dass verschiedene intrazellulére
Signale einen solchen Energieaufwand bereitstellen konnen und damit einen Einfluss auf die
Konformation des Integrin-Rezeptors haben. Talin beispielweise ist eines der ersten Proteine,
das intrazelluldr an den Adhédsionskomplex rekrutiert wird [126]. Dabei stellt es nicht nur die
erste Verbindung zum Aktin-Zytoskelett her, sondern hat auch aktivierende Funktion [142,
143]. Talin bindet dabei an den intrazelluldren Teil der 3-Untereinheit und bricht durch
ionische Wechselwirkungen die Salzbriicke zwischen der o- und -Untereinheit auf [144-146].
Dies fiihrt zur Separierung der «/f cytoplasmatischen Doménen und zum Aufrichten des
Integrin-Rezeptors [146, 147]. In artifiziellen Lipidmembranen wurde allerdings gezeigt,
dass Talin in Abwesenheit mechanischer Krafte und anderen Adaptoren nur eine Fraktion
(etwa 22 %) von allbB3-Integrin in den aktiven, aufgerichteten Zustand iiberfithren konnte
[148]. Dies zeigt, dass andere Aktivatoren wie beispielsweise Kindlin oder Aktin-vermittelte
Kontraktilitét ebenfalls eine wichtige Rolle spielen [126, 149].

Es ist also fraglich ob Talin Aktivierung alleine ein Integrin maximal aktivieren kann. Sun
und Kollegen vermuten vielmehr, dass der energetische Input von Talin nicht ausreichend
ist, um eine Auslenkung der Hybrid Doméne zu erreichen und um das Integrin in seine
EO-Konformation zu bringen [150]. Woher kommt aber die notwendige Energie fiir diesen
Konformationswechsel? An diesem Punkt kommen wieder intrazellulare Krafte ins Spiel.
In einem plausiblen Modell wird diese Energie ndmlich durch mechanische Kraft der Ak-
tin/Myosin Maschinerie bereitgestellt. Diese Kréifte werden entlang der Talin/Vinculin Achse
auf das Integrin-Molekiil iibertragen. Simulationen und experimentelle Daten bestétigen die-
ses Modell und zeigen, dass mechanische Kréfte zu einer Auslenkung der Hybrid Doméne und
damit zu maximaler Integrin Aktivierung fithren [151-155]. Messungen mit Kréiftesensoren
in lebenden Zellen sowie Kalkulationen zeigen, dass die benétigten Kréfte im physiologischen
Bereich liegen (1-3 pN) [141, 156]. Diese Werte beziehen sich auf a5p31-Integrin. Andere
Integrin-Rezeptoren benétigen hochstwahrscheinlich ein anderes Kréfteprofil fiir einen Wech-
sel in die EO-Konformation [136, 150]. Diese Daten lassen vermuten, dass Integrine selbst
mechanosensitiv sind. Mechanische Kréfte auf intrazellularer Seite fiihren demnach zu einer

veranderten Konformation und moéglicherweise Funktion auf extrazelluldrer Seite.
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1.10 EXTRAZELLULARE REGULATION DER INTEGRIN-AKTIVIERUNG

Neben intrazelluldren Signalen gibt es auch extrazelluldre Signale, die den Aktivitétszu-
stand eines Integrins regulieren. Beide Konzepte werden zwar oft getrennt betrachtet, aber
héchstwahrscheinlich finden beide Signalwege gleichzeitig statt. Ein wichtiges Ereignis auf
extrazelluldrer Seite, das beispielsweise einen Einfluss auf die Integrin Aktivierung hat, ist
die Ligandenbindung selbst. Bindet ein Ligand an ein Integrin fiithrt dies zu aktivierenden
Konformationsdnderungen bzw. zu einer Stabilisierung der aktiven Konformation [157-159).
Im Folgenden wird aber hauptséchlich die aktivierende Funktion von divalenten Kationen
oder chemischen Verbindungen beschrieben, die fiir diese Arbeit relevant sind.

Die divalenten Kationen Magnesium (Mg?*), Calcium (Ca?*) und Mangan (Mn?") spielen
eine wichtige Rolle fiir die Integrin-Ligand Interaktion [160-162]. All diese Ionen sind in einer
physiologischen Situation vorhanden. Die Ca?*- und Mg?* Konzentrationen bewegen sich im
Mafstab von wenigen mM, wihrend Mn?" in niedrigeren Konzentrationen vorkommt (1-14
i) [163-165]. Eine Bindung dieser Ionen erfolgt auf extrazelluldrer Seite in den sogenannten
Metallionen Bindestellen. Die Bindestellen werden MIDAS (metal ion-dependent adhesion
site), ADMIDAS (adjacent to MIDAS) und SyMBS (synergistic metal ion binding site)
genannt. Im Falle von oV 33-Integrin, das fiir diese Arbeit relevant ist, befinden sich die
Bindestellen alle im Zentrum der Ligandenbindungstasche der fI-Doméne der (3-Untereinheit
[120, 166]. Je nach Koordination dieser Metallionen Bindestellen oder je nachdem welche
Tonen in welcher Konzentration gebunden werden, kann dies einen positiven oder negativen
Effekt auf die Ligandenbindung haben. Vereinfacht gesagt erhéht eine Bindung von Mn?™*
oder Mg?* die Affinitét eines Integrin-Rezeptors fiir Liganden. Hohe Konzentration an Ca?"
dagegen haben einen negativen Effekt auf die Ligandenbindung [165, 167, 168]. Wie aber
kann eine Bindung von Metallionen die Affinitdt eines Integrin-Rezeptors regulieren?

Im Fall von Mn?* gibt es bereits zahlreiche Studien, die dessen aktivierende Funktion fiir
verschiedene Integrin-Rezeptoren belegen [165, 166, 169, 170]. Allerdings gibt es wider-
spriichliche Angaben wie diese Aktivierung zustande kommt. Einige Publikationen zeigen,
dass die Bindung von Mn?* eine Konformationsinderung von der BC-Konformation in
eine aufgerichtete (extended Konformation) bewirkt [132, 171]. Eng und Kollegen vermuten
allerdings, dass Mn?* nur eine Aktivierung in die EC-Konformation erméglicht. Fiir einen
Wechsel in die maximal aktivierte EO-Konformation wird zusétzlich Ligandenbindung beno-
tigt [171]. Unterstiitzend fiir diese Interpretation wurde gezeigt, dass Mn?" die Affinitiit
eines Integrin-Rezeptors fiir extrazellulare Liganden erhéhen kann, aber keine maximale
Affinitéit erreicht wird [172]. Andere Studien besagen wiederum, dass Mn?T keine globa-
len Konformationséinderungen bewirkt und Integrine auch nach Mn?*-Aktivierung in der

BC-Konformation vorliegen kénnen [137, 166, 173]. Auch in Experimenten mit Integrinen
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in einer Membranumgebung konnte nach Mn?*-Aktivierung keine verinderte Hohe der
Integrin-Rezeptoren im Vergleich zu einer inaktiven Kontrollgruppe beobachtet werden [174].
Zusammenfassend lisst sich anhand der aktuellen Datenlage nur sagen, dass Mn?* die
Affinitét zahlreicher Integrine fiir deren extrazelluldre Liganden erhoht. Welche Auswirkun-
gen eine Mn?T-Aktivierung auf die Integrin Struktur hat wird noch diskutiert. Momentan
anerkannt ist aber eher, dass sich ein Mn?" aktiviertes, Liganden gebundenes Integrin in
der EO-Konformation befindet. Hochstwahrscheinlich kann dies aber auch von Integrin zu
Integrin und je nach zelluldrem Kontext variieren [174].

Die Wirkung von Ca?* dagegen hat einen inhibitorischen Effekt auf die Ligandenbindung
[175, 176]. Physiologische Konzentrationen von 1 mM Ca?" reichen bereits aus, um ein
Integrin in einem Zustand mit niedriger Affinitdt fiir extrazelluldre Liganden zu stabilisieren
[177]. Allerdings ist nicht wirklich bekannt welche Konformation ein Integrin in Anwesenheit
hoher Konzentrationen Ca?* einnimmt. Tiwari und Kollegen zeigen mithilfe konformati-
onsspezifischer Antikorper, dass Integrine wiahrend dem Transport zur Zellmembran in
der inaktiven, gebeugten Konformation vorliegen. Diese wird durch Ca?* Bindung erreicht
[178]. Erst wenn die Ca?"-Tonen an der Membran entfernt oder durch andere Metallionen
ausgetauscht werden, kann eine Aktivierung stattfinden. Dies lisst vermuten, dass Ca?T ein
Integrin moglicherweise in einer Konformation stabilisiert, die der BC-Konformation ahnelt.
Auch Xia und Kollegen vermuten, dass a531-Integrin durch Besetzung der ADMIDAS mit
Ca?* in die geschlossene Konformation wechselt [179]. Wie diese Situation fiir o’V 33-Integrin
aussieht bleibt unklar.

Ein weiterer Aktivator von Integrinen ist das Reduktionsmittel Dithiothreitol (DTT). Dabei
handelt es sich um eine chemische Verbindung, die Disulfidbriicken zwischen zwei Cystein-
Resten reduziert und diese Bindungen quasi aufbricht. Integrine besitzen zahlreiche solcher
Disulfidbriicken in ihrer Struktur zwischen konservierten Cysteinen [180-182]. Einige die-
ser Disulfidbriicken sind in Lésung zugénglich und kénnen durch den Einsatz von DTT
reduziert werden. In zahlreichen Studien wurde DTT bereits als Aktivator von Integrinen
beschrieben [173, 183-185]. Durch das Aufbrechen der Disulfidbriicken durch DTT kommt
es dabei zu Konformationséinderungen in der Integrin Struktur. Dies fithrt zu einer Erho-
hung in der Affinitat fiir extrazelluldre Liganden [186, 187]. Es wird vermutet, dass die
aktivierende Funktion von DTT stérker ist als die von Mn?T. Dies hingt moglicherweise
damit zusammen, dass DTT eine Konformationsédnderungen bewirkt, die unterschiedlich
zu einer Mn?*-Aktivierung ist und die Ligandenbindungstasche zuginglich fiir extrazellu-
lire Liganden macht [173, 184, 187]. Wie genau sich die Konformationen nach Mn?* bzw.

DTT Aktivierung auf struktureller Ebene unterscheiden, muss allerdings noch geklart werden.
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1.11 ZELLKULTURSUBSTRATE

Zellen im Gewebe konnen stark von biochemischen und physikalischen Signalen der Umge-
bung beeinflusst werden. Zu diesen Signalen zdhlen beispielsweise Komposition der ECM,
mechanische Steifigkeit, geometrische Verteilung von ECM-Proteinen oder Topographie. All
diese Faktoren beeinflussen das Verhalten zahlreicher Zelltypen und steuern grundlegende
Prozesse wie z.B. Differenzierung, Proliferation oder Migration [188-193]. In den letzten
Jahren gab es zahlreiche experimentelle Studien, die sich mit der Zellreaktion auf solche
dufleren Reize befassten. Dies war vor allem durch den Einsatz und die Weiterentwicklung
von speziellen Zellkultursubstraten moglich. In der Literatur werden vor allem zweidimensio-
nale (2D) bzw. dreidimensionale (3D) Zellkultursubstrate eingesetzt [188, 189, 194, 195]. Bis
heute ist die einfachste Methode der Einsatz von flachen, 2D-Zellkultursubstraten. Damit
kann zwar keine 3D-Umgebung - wie sie Zellen in vivo erfahren - imitiert werden, aber es
kann vereinfacht eine Zellreaktion auf einen bestimmten physikalischen Reiz untersucht
werden [80, 189, 196]. Die artifizielle Umgebung von 3D-Substraten dagegen entspricht schon
eher der in-vivo Situation. Interessanterweise zeigen Zellen auch bedeutende Unterschiede
in threm Verhalten wenn sie auf 2D- bzw. 3D-Substraten kultiviert werden [197, 198]. Ein
gutes Beispiel hierfiir ist die Proteinzusammensetzung von Zell-Matrix Kontakten. In einer
2D-Umgebung werden andere Proteine in diese Art von Kontakt rekrutiert als in einer 3D-
Umgebung [199]. In dieser Arbeit wird eine spezielle Variante eines 2D-Substrates eingesetzt.
Im Folgenden werden daher einige Aspekte von 2D-Zellkultursubstraten behandelt.
Oftmals kann mit 2D-Substraten sehr einfach und effektiv die Zellreaktion auf einen spezifi-
schen &ufleren Reiz untersucht werden. Prinzipiell konnen viele Einflussfaktoren der ECM wie
z.B. Steifigkeit, Proteinkomposition oder geometrische Verteilung von ECM-Proteinen vari-
iert werden. So kann man beispielsweise Substrate mit unterschiedlicher Steifigkeit herstellen,
um die mechanischen Eigenschaften von Geweben zu simulieren. In diesem Zusammenhang
wurde gezeigt, dass zahlreiche Zelltypen auf weichen Hydrogelen geringere zelluldre Kréifte
generieren konnen als auf harten Glassubstraten [95, 200, 201]. Auch die Zellmigration ist
auf weichen Substraten reduziert. Werden Zellen wie z.B. Fibroblasten auf einem Substrat
mit einem Steifigkeitsgradienten ausgesit, kann eine gerichtete Zellmigration von weichen
zu harten Bereichen beobachtet werden [202, 203].

Ein weiterer Einflussfaktor, der durch speziell entwickelte Zellkultursubstrate untersucht
werden kann ist die geometrische Verteilung von ECM-Liganden. In vielen Studien werden
Zellen mit einer homogen beschichteten Proteinoberfliche konfrontiert. Dies entspricht nicht
der in vivo Situation, da Zelladhésion prinzipiell an der gesamten Oberflaiche moglich ist und
Zellen sich nach belieben ausbreiten kénnen. In einer physiologischen Umgebung sind die

Proteine der ECM nicht homogen sondern vielmehr strukturiert verteilt. Je nach Gewebe
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ist diese Strukturierung im Nanometer- bzw. Mikrometermafistab wodurch oftmals nur eine
selektive Zelladhésion moglich ist [204-206]. Ingber und Kollegen zeigten bereits, dass die
geometrische Verteilung der Liganden sowohl Grofle als auch Form einer Zelle bestimmt
[207]. Um eine solche Zellreaktion auf eine unterschiedliche geometrische Verteilung der
ECM-Proteine zu untersuchen wurden Methoden der Oberflichenstrukturierung wie z.B. das
microcontact printing (LCP) entwickelt [208-210]. Dabei wird ein spezifisches Proteinmuster
auf ein Glassubstrat gestempelt und die Bereiche zwischen dem Muster werden passiviert.
Diese passivierten Bereiche erlauben keine Zelladhésion. Mithilfe dieser Methode konnten
bereits interessante Beobachtungen gemacht werden wie das zelluldre Verhalten von der
Architektur der ECM reguliert wird. Werden ECM-Adhésionspunkte beispielsweise in einem
Abstand von weniger als 5 um platziert, breiten sich Zellen anndhernd wie auf homogen
beschichteten Substraten aus. Wenn der Abstand auf 5-25 pm vergréflert wird passen sich
die Zellen der geometrischen Form des Musters an und bilden Aktinstressfasern zwischen
den Fokalkontakten an den Proteinpunkten. Ab einer Distanz von 30 um sind Zellen nicht
mehr in der Lage die passivierten, nicht-adhésiven Bereiche zu tiberbriicken [189]. Variiert
man auflerdem auf einem Substrat den Abstand der Proteinpunkte geméfl einem Gradienten,
kann eine gerichtete Zellmigration zu Bereichen mit geringeren Abstdnden der Proteinpunkte
beobachtet werden [211].

Zusétzlich zum Aspekt der geometrischen Verteilung von Proteinen werden einer Zelle in
einer physiologischen Umgebung mehrere Liganden gleichzeitig préasentiert. Hierfir wurde
eine spezielle Variante des microcontact printings entwickelt, die direktes Proteinstempeln
(duCP) genannt wird. Dabei wird ein erstes Protein in einer gewiinschten geometrischen
Verteilung auf ein Substrat gestempelt. Die freien Bereiche zwischen dem Proteinmuster
werden nun nicht passiviert, sondern mit einem zweiten Protein funktionalisiert. Dadurch
erhdlt man ein Substrat mit zwei verschiedenen Proteinen, die rdumlich getrennt voneinander
vorliegen. Es handelt sich also um ein strukturiertes, differenzielles Proteinsubstrat. Mit
dieser Art von Substrat lassen sich interessante Fragestellungen - vor allem im Bereich
der Zell-Matrix Kontakte - adressieren. Die meisten Integrine sind nédmlich nicht nur spe-
zifisch fir einen Liganden, sondern sie konnen mehrere Liganden binden. Differenzielle
Proteinsubstrate bieten daher ein ideales Setup, um die Ligandenbindung eines bestimmten
Integrins zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wird vor allem die Frage adressiert wie
aV[33-Integrin zwischen seinen verschiedenen Liganden ,entscheidet” und welche molekulare

Mechanismen der differenziellen Ligandenbindung zugrunde liegen.

17



1 EINLEITUNG

1.12 ZIELSETZUNG

Seit der Entdeckung der Integrine in den 80er Jahren wurden in vielzelligen Organismen
bisher 24 funktionell unterschiedliche Integrin-Rezeptoren identifiziert. Wahrend einige Inte-
grine eine recht hohe Selektivitit fiir einen bestimmten extrazellulidren Liganden aufweisen,
ist aV33-Integrin eines der promiskuitivsten Integrine. Urspriinglich wurde dieses Integrin
als ,,der Vn-Rezeptor,, beschrieben [31]. Mittlerweile ist seine Funktion als Rezeptor fiir
weitere Liganden wie z.B. Fn, Opn, Fbg oder Tsp anerkannt [44, 45, 212-215]. Diese Studien
wurden allerdings grofiteils auf homogen beschichteten Zellkultursubstraten durchgefiihrt.
Dies bedeutet, dass einer Zelle nur ein einzelner Ligand préasentiert wird. Folglich kann keine
Aussage getroffen werden ob oV [33-Integrin zwischen verschiedenen Liganden unterscheiden
kann oder nicht. Eine solche Fragestellung wére aber insofern interessant, da in einer in vivo
Situation zum einen mehrere Liganden von aV33-Integrin gleichzeitig prasentiert werden.
Zum anderen werden alle diese Liganden iiber das gleiche Erkennungsmotiv gebunden. Bisher
ist aber noch vollkommen unklar ob (i) und wie (ii) oV 3-Integrin zwischen dieser Vielzahl
an extrazelluldren Liganden “entscheidet®.

Um der physiologischen Situation mit einer komplexen ECM einen Schritt ndher zu kommen,
sollen in dieser Arbeit differenzielle Proteinsubstrate eingesetzt werden, die zwei Proteine
gleichzeitig, rdumlich getrennt und in subzelluldrer Auflésung présentieren. In einem solchen
Setup kann a'V3-Integrin zwischen zwei Liganden ,entscheiden“. Konkret sollen in dieser

Arbeit folgende Fragestellungen beantwortet werden:

(i) Bindet aVPB3-Integrin seine Liganden Fn, Vn, Opn, Fbg bzw. Tsp nach dem Prin-

zip ,,wer zuerst kommt, mahlt zuerst* oder zeigt sich eine Priferenz fiir bestimmte Liganden?
(i) Kann eine Bindung von aV(3-Integrin an verschiedene Liganden durch intrazellu-

lare Regulationsmechanismen (mechanische Kraft?) oder durch Regulation auf Integrin

Ebene (Integrin-Konformation?) kontrolliert werden?
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Wie ,.,entscheidet” aVB3-Integrin zwischen verschiedenen Liganden?

Vitronektin
Fibronektin
Osteopontin
Fibrinogen

Y vy, EN\

Thrombospondin
Tenascin

LAP-TGF-

MFG-E8

Bone Sialoprotein
Fibrillin

Von Willebrand Faktor
PECAM-1

Einfluss der
Konformation???

222 ‘4\

???

Einfluss der
Kontraktilitat???

o
aVB3-Integrin 0

Abbildung 1.5: Wie reguliert a'V33-Integrin welcher Ligand gebunden wird? aV{33-
Integrin gehdrt zu den promiskuitivsten Integrin-Rezeptoren und erkennt mindestens 12 verschie-
dene Liganden. In einem Gewebe sind Zellen von einer komplexen 3D-Matrix aus extrazelluldren
Proteinen umgeben. Dies bedeutet, dass in einer physiologischen Umgebung mehrere Liganden

von aV3-Integrin gleichzeitig

préasentiert werden. Bisher ist aber kaum verstanden wie dieses

Integrin ,entscheidet* welcher Ligand gebunden wird. In dieser Arbeit soll zum einen tberpriift
werden ob aV3-Integrin seine Liganden Fn, Vn, Opn, Fbg bzw. Tsp mit unterschiedlicher
Affinitét bindet oder ob bestimmte Liganden préferiert gebunden werden. Zum anderen sol-
len mogliche Regulationsmechanismen der differenziellen Ligandenbindung aufgedeckt werden.
Konkret liegt der Fokus vor allem auf dem Einfluss der intrazellularen Kontraktilitdt sowie der
Rolle der Integrin-Konformation in diesem Prozess.
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Kapitel 2

MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIALIEN

2.1.1 CHEMIKALIEN, PUFFER UND LOSUNGEN

Tabelle 2.1: Verwendete Losungsmittel, Chemikalien und andere Labormaterialien.

Name Details Hersteller

2-Propanol Roth # 6752.2

Ampicillin Natriumsalz 100 pg/ml Sigma Life Sciences # 8351
Agar-Agar, Kobel 15 g/1 Roth # 5210.3
3-Mercaptoethanol Roth # 4227.1

Biosensoren (Ni-NTA) ForteBio # 733-2142
Blebbistatin 10 uM Sigma Aldrich# B0560
Bovine serum albumin/BSA 1 mg/ml Thermo Scientific # 23209
Calciumchlorid Roth # 5239.2
Calciumcarbonat Roth # P012.1

Cilengitide 20 uM Selleckchem # 57077
1,4-Dithiothreitol (DTT) 1 mM, 10 mM Sigma Aldrich # 10197777001
Entsalzungssédulen PD10 GE Healthcare # 17-0851-01
Ethanol Rotipuran 99.8 % Roth # 9065.5

Fetal calf serum/FCS
Glycin
Hefeextrakt

HEPES Pufferan

10 % v/v in DMEM

5g/L
> 99 % p.a.

HyClone # SH30541.03
Roth # 3908.3
Roth # 2363.3
Roth # 9105.3
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Name Details Hersteller
Kanamycin Sulphat 100 pg/ml Carl Roth # T832.2
L-Glutamin Life Technologies

# 25030-024
Lipofectamine2000 Thermo Fisher # 11668019
Magnesiumchlorid 1 mM Roth # 2189.1
Hexahydrat
Manganchlorid 1 mM Roth # 0276.2
Tetrahydrat
Methanol Merck # 1060092500
Natriumchlorid 10 g/1 Merck # 6400
Skim Milchpulver 5% w/v Fluka Analytical # 70166

Stickstoff

Mowiol

n-Propylgallat
Objekttrager
Paraformaldehyd /PFA
Penicillin/Streptomycin
Pepton aus Casein

Plasmid QIAPrep Spin
Miniprep Kit

Polydimethylsiloxan
Sylgard 184

Protein Labeling Kit
(Alexa Fluor 568/647)

Tris(hydroxymethyl)

aminomethan
TritonX-100
Trypsin/EDTA
Trypsin Inhibitor

Tween-20

Reinheit 5.0
20 %

1% in Mowiol
76 x 26 mm
4 % in PBS
4 % in PBS

10 g/1

1:9

Alexa 568 fiir rhVn;
Alexa 647 fiir bFn/hFbg

0.1 % in PBS
1:5 in PBS
0.5 mg/ml

0.02 %

Linde

Merck # 475904

Sigma Aldrich # P-3130
Roth # H868

Merck # 1040051000
Sigma Aldrich # P-0781
Roth # 8952.2

Quiagen # 27106

Dow Corning
# (400)000105989377

Life technologies
# A20173

Roth # 4855.2

Roth # 6243051.4

Life Technologies # 15400-054

Sigma Aldrich # T6522
Roth # 9127.1
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Tabelle 2.2: Ubersicht der verwendeten Medien, Puffer und Losungen.

Name Details Hersteller
Dulbecco’s Modified Eagle 4.5 g/1 Glucose, L-Glutamin, PAN Biotech
Medium(DMEM) Sodiumpyruvat, 3.7 g/l NaHCO3  # P04-03590
F12-Medium F12 nutrient mizture Sigma Aldrich
10 % fetales Kélberserum # N6760
1.167 g/1 NaHCOg3 Merck # S0615
146 mg/l L-Glutamin Thermo Fisher
10 U/ml Pen/Strep # 16110
Integrin Puffer 20 mM Tris, 150 mM NaCl, Eigenherstellung

pH 7.4, 1ImM CaCl,,
1 mM MgCls, 0.02 % Tween-20,
0.1 % BSA, 0.1 % Triton-X 100

LB-Medium 10 g/1 Pepton, 5 g/1 Hefeextrakt,  Eigenherstellung
10 g/1 Natriumchlorid
Mowiol Einbettmedium 20 % Mowiol, 33.3 % Glycerin, Eigenherstellung
n-Propylgallat, in PBS, pH 8 - 8.5
OptiMEM n/a Life technologies
# 11058021

Phosphate buffered Phosphat-gepufferte Salzlosung, 1x, Pan Biotech
saline (PBS) ohne Ca?*, ohne Mg?™ # P04-36500
Paraformaldehyd (PFA) 4 % PFA in PBS, pH 7.4 Eigenherstellung
Fixierlosung

2.1.2 PLASMIDE, ANTIKORPER UND AFFINITATSMARKER

Tabelle 2.3: Ubersicht der verwendeten Plasmide.

Plasmid Fluoreszentes Protein Herkunft

a-actininl mCherry Addgene # 54975
33-N305T EGFP Bernhard Wehrle-Haller, Genf
3-V80C/D241C EGFP Bernhard Wehrle-Haller, Genf
B3-wt EGFP Bernhard Wehrle-Haller, Genf
NMITA mapple Addgene # 54929
Vinculin mCherry Christoph Ballestrem, Manchester
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Tabelle 2.4: Verwendete Priméarantikorper. Die eingesetzte Verdiinnung erfolgt in 1 % BSA in
PBS.

Antigen Typ Organismus Firma Verdiinnung
f1-Integrin  IgG mkl Ratte BD Biosciences # 553715 1:50
Fibrinogen IgG pkl  Kaninchen Abcam # ab34269 1:200
His-Tag IgG pkl  Kaninchen Abcam # ab1187 1:200
Osteopontin  IgG pkl  Kaninchen Gene Tex # GTX37582 1:100
Paxillin IgG mkl Maus BD Transduction # 610052 1:500
Vitronektin ~ IgM mkl Maus Sigma Aldrich # V7881 1:1000

Tabelle 2.5: Verwendete Sekundéirantikorper. Die eingesetzte Verdiinnung erfolgt in 1 % BSA in
PBS.

Spezies Reaktivitét Typ Organismus Firma Verdiinnung
Kaninchen IgG Cy3 Ziege Dianova # 111-165-003 1:200
Maus IgM Cy3 Ziege Dianova # 115-166-075 1:200
Maus IgG Cy3 Ziege Jackson Immunoresearch 1:200

# 115-165-146
Ratte IgG Alexa Fluor 488 Ziege Thermo Fisher # A11006 1:200

Tabelle 2.6: Verwendete Affinitdtsmarker. Die eingesetzte Verdiinnung erfolgt in 1 % BSA in
PBS.

Reagenz Marker Firma Verdiinnung
Phalloidin AlexaFluor 488 Aktin  Invitrogen # A12379 1:200
Phalloidin AlexaFluor 647 Aktin  Invitrogen # A22287 1:200
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) DNA Roth # 6335 1:2000

2.1.3 PROTEINE

Fiir die Oberflichenbschichtung der homogenen bzw. differenziellen Zellkultursubstrate

wurden folgende ECM-Proteine verwendet

Tabelle 2.7: Liste verwendeter Proteine.

Name Stock Konzentration Hersteller

humanes rekombinantes rekombinant exprimiert in RnD Systems

oV B3-Integrin CHO-Zellen. Stock 100 pg/ml  # 350-AV

Bovine Serum Albumine/BSA 1 % w/v gelost in PBS Sigma-Aldrich
# A3059
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Name Stock Konzentration Hersteller
humanes Fibrinogen/hFbg aus humanem Plasma; Bio-Rad
gelost in # 4440-8604

bovines Fn/bFn
(fiir Fluoereszenzmarkierung)

humanes Fibronektin/hFn

bovines Osteopontin/bOpn

rekombinantes

humanes Thrombospondin/hThs

humanes Vitronektin/hVn

rekombinantes
humanes Vitronektin/rhVn

citrate buffered saline (CBS)
Stock 1.25 mg/ml

aus bovinem Plasma;
Lyophilisat in ddH20

aus humanem Plasma;
Lyophilisat in ddH»0;
Stock 1 mg/ml

aus der bovinen Milch;
Lyophilisat in PBS
Stock 50 pg/ml

rekombinant exprimiert in
einer Maus Myeloma Linie
Lyophilisat in
tris buffered saline (TBS)
Stock 100 pg/ml

aus humanem Plasma;
Lyophilisat in PBS;
Stock 50 pg/ml

rekombinant exprimiert
in HEK 293;
Lyophilisat in PBS
Stock 250 pg/ml

Sigma-Aldrich
# F4759

Sigma Aldrich
# F2006

Sigma-Aldrich
# 03514

R&D Systems
4 3074-TH-050

Sigma-Aldrich
# V8379

Sigma-Aldrich
# SRP3186

2.1.4 MIKROSKOPE, OBJEKTIVE UND SOFTWARE

Tabelle 2.8: Ubersicht der verwendeten Mikroskope und Objektive.

Mikroskop

Beschreibung

Apotom Imager Z1, Carl Zeiss

Elyra PS. 1, Carl Zeiss

aufrechtes Mikroskop, Plan Apochromat 63x/1.4

Olimmersion

inverses Fluoreszenzmikroskop fiir hochauflésende

Mikroskopie Plan Apochromat 63x/1.4 Olimmersion,
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Mikroskop Beschreibung

LSM 800 mit Airyscan, Carl Zeiss inverses Mikroskop, Plan Apochromat 63x/1.4

Olimmersion

Tabelle 2.9: Ubersicht der verwendeten Software.

Software Hersteller

ZEN 2010D Carl Zeiss
Corel Draw X3 bzw. Corel Draw X7 Corel

Image J Wayne Rasband
Microsoft Office 2010 Microsoft
Origin Pro 2016G Originlab

2.2 SUBSTRATHERSTELLUNG

Fiir diese Arbeit wurden sowohl homogen beschichtete Substrate als auch mikrostrukturierte,
differenzielle Proteinsubstrate verwendet. Die differenziellen Substrate wurden mithilfe des
direkten Proteinstempelns (duCP) hergestellt. Damit konnen zwei Proteine gleichzeitig,
sauber getrennt und in subzelluldrer Auflésung auf einem Substrat présentiert werden.
Durch Kombination verschiedener ECM-Proteine kénnen Substrate mit unterschiedlicher
Proteinzusammensetzung hergestellt werden. Prinzipiell war diese Methode im Labor bereits
etabliert [216]. Die Qualitdt und Reproduzierbarkeit des Proteinmusters wurde in dieser

Arbeit weiterentwickelt.

2.2.1 HOMOGEN BESCHICHTETE PROTEINSUBSTRATE

Zur Herstellung homogen beschichteter Substrate wurden Deckgléser eine Stunde bei Raum-
temperatur (RT) mit dem gewtinschten Protein beschichtet. Fiir alle Proteine wurde eine
Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt. Anschliefend wurden die Deckgliaser mit 1x PBS

gewaschen und fiir die Zellexperimente verwendet.
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2.2.2 DIFFERENZIELLE PROTEINSUBSTRATE: STEMPELMUSTER

Mithilfe des direkten Proteinstempelns kénnen strukturierte Substrate mit verschiedener
Geometrie hergestellt werden. Die gewiinschten Strukturen kénnen sowohl in Form als auch
Grofle variieren. Dies verleiht der Methode hohe Flexibilitat fiir verschiedene biologische
Fragestellungen. So kénnen beispielsweise Strukturen zelluldrer Grofie wie Quadrate oder
Kreuze hergestellt werden, auf denen die gesamte Zelle adhérieren kann. Es kénnen aber auch
Strukturen subzelluldrer Grofle gestempelt werden. In diesem Fall stehen einer Zelle also nur
vereinzelte Proteinspots fiir eine Adhésion zur Verfiigung. Die Erfahrungen zeigen, dass man
allerdings einer Auflosungsgrenze unterliegt. Demnach kénnen beispielsweise Quadrate mit
einer Kantenldnge von einem pum noch hergestellt werden. Fiir kleinere Strukturen ist diese
Methode nicht mehr geeignet. Fiir die Fragestellung dieser Arbeit wurde ein Quadratmuster
subzelluldrer Grole ausgewéhlt. Die einzelnen Quadrate zeigen eine Gréfle von 2.5 pm x 2.5
wm. Der Abstand zwischen den einzelnen Quadraten betrdagt 1.5 wm. Mit dieser Geometrie
liegt die Gesamtfliche der Quadrate auf dem Substrat bei etwa 50 %. Umgekehrt betragt
die freie Fliache zwischen den Quadraten ebenfalls etwa 50 %. Im Prozess des direkten
Proteinstempelns wird ein erstes Protein als Quadratmuster auf das Substrat gestempelt.
Die freien Bereiche zwischen dem Proteinmuster werden mit einem zweiten Protein geflutet.
Das zweite Protein adsorbiert ausschlielich an die Bereiche zwischen dem Quadratmuster.

Somit lasst sich eine 50/50 Verteilung beider Proteine auf einem Substrat erreichen.

2.2.3 HERSTELLUNG DER STEMPEL

Fiir das direkte Proteinstempeln sind spezielle Stempel notwendig, die aus einer Master-
Vorlage abgeformt werden. Der verwendete Master muss das inverse topographische Muster
der gewilinschten Stempelstruktur aufweisen. In dieser Arbeit wurden Silizium-Master
verwendet, die mittels Elektronenlithographie von Dr. Ralph Bubeck (Universitat Konstanz)
hergestellt wurden. Diese Master enthalten das inverse topographische Muster des oben
beschriebenen Quadratmusters. Im Prozess der Stempelherstellung wird das inverse Muster
des Masters auf PDMS iibertragen. Dadurch erhélt man das gewiinschte Quadratmuster
als PDMS-Abdruck. Das PDMS wird in einem Verhéltnis von 9:1 mit Hérter vermengt
und anschliefend auf den Silizium Master gegeben. Ein Glasstreifen (ca. 1 cm breit) wird
auf dem PDMS-Tropfen positioniert und mit einem Messingblock beschwert. Dadurch wird
das PDMS homogen entlang des Glasstreifens verteilt. Die Polymerisierung des PDMS
erfolgt {iber Nacht bei 60 °C. Das polymerisierte PDMS und auch der Glasstreifen werden
schliellich passend zugeschnitten und auf einen Kunststoffblock geklebt, der als Griff dient.
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2.2.4 REINIGUNG DER STEMPEL

Die Stempel werden vor und nach jeder Nutzung gereinigt. Vorsichtiges Ankleben und
Abziehen eines Klebestreifens entfernt riickstdndige Proteinreste. Dies erfolgt ohne Druck,
um die Struktur des PDMS-Stempels nicht zu schidigen. Anschlieflend werden die Stempel
fiir etwa 2 Minuten mit 99.8 % EtOH inkubiert. Dies entfernt Riickstinde des Klebefilms.
Nach diesen Schritten sind die Stempel fiir eine erneute Nutzung gereinigt.

In regelméfligen Abstédnden erfolgte auch eine Reinigung im Ultraschallbad, um intensive
Verschmutzungen zu entfernen. Dafiir wurden die Stempel in Bechergléser gefiillt mit 99.8

% EtOH gelegt und fiir 15 Minuten im Ultraschallbad gereinigt.

2.2.5 DIREKTES PROTEINSTEMPELN

Bei dem Verfahren des direkten Proteinstempelns wird der Stempel direkt mit einer Prote-
inlésung inkubiert. Dieses erste Protein wird geméf der Topographie des Stempels auf ein
Deckglas {ibertragen. Die gestempelte Struktur wird anschlielend mit einer zweiten Protein-
l6sung tiberschichtet. Bei allen getesteten Proteinkombinationen dieser Arbeit adsorbierte
das zweite Protein ausschliefilich an die freien Bereiche zwischen dem Stempelmuster. Damit
konnte eine saubere Trennung von zwei verschiedenen Proteinen auf einem Substrat erreicht
werden. Das Prinzip des direkten Proteinstempelns ist in Abbildung 2.1 (a) dargestellt. Das
verwendete Stempelmuster und die Trennung beider Proteine auf einem Substrat sind in
Abbildung 2.1 (b) gezeigt.

Nach der Reinigung der Stempel wurde die erste Proteinlésung auf die Struktur des Stempels
gegeben. Erfahrungen der Arbeitsgruppe zeigten, dass hohe Konzentrationen an Protein zu
einem gleichméBigerem Ubertrag des ersten Proteins fithren [217, 218]. Um dies zu gewéhr-
leisten wurde ein Mix aus aktivem (5 pg/ml) und inaktivem (45 pg/ml) Protein eingesetzt.
Inaktivierung erfolgte mittels thermischer Denaturierung bei 95°C. Dadurch konnte eine
hohe Konzentration an Protein fiir den Stempelprozess erreicht werden. Gleichzeitig wurde
den Zellen in den Experimenten keine iiberméfig hohe Konzentration an aktivem Protein
prasentiert. Zur Visualisierung der gestempelten Struktur wurde der Proteinlosung eine
Fraktion an Alexa647-markiertem Protein im Verhéltnis von 1:40 beigemischt. Insgesamt
wurde diese Proteinlésung fiir 10 Minuten auf der Stempelstruktur inkubiert. Anschliefend
wurde der Stempel mit Stickstoff getrocknet. Ein gereinigtes Deckglas (99.8 % EtOH) wurde
auf der Stempelfliche positioniert und mit einer Pinzette vorsichtig auf die Stempelstruktur
gedriickt. Interferenzfarben sind dabei ein Indiz fiir den engen Kontakt zwischen Stempelfla-

che und Deckglas. Der Druck durfte allerdings nicht zu grof3 sein, da dies sonst zu einem
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Kollabieren der Stempelstruktur fiihrt. Der Ubertrag des ersten Proteins an Glasbereiche
erfolgt geméafl der Topographie des Stempelmusters. Im Falle dieser Arbeit wurden also nur
die hervorstehenden quadratischen Strukturen auf das Deckglas {ibertragen. Nach 10 Minu-
ten Inkubationszeit wurde das Deckglas vom Stempel gelost. Der gestempelte Bereich wurde
schlielich mit einer zweiten Proteinlésung (5 pg/ml) tiberschichtet. Dies entspricht der
Konzentration der aktiven Fraktion des ersten Proteins. Das zweite Protein wurde fiir eine
Stunde bei RT inkubiert. Wahrend dieser Zeit erfolgte die Adsorption an die freien Bereiche
zwischen dem gestempelten Muster. Um die zweite Proteinlosung zu entfernen wurden die
Substrate mit 1x PBS gewaschen. Anschliefend waren die differenziellen Substrate fir die

Zellaussaat bereit.

a Protein 1
750 00 (a) Das direkte Proteinstempeln ist
eine Methode zur Herstellung von
strukturierten Substraten mit zwei
verschiedenen Proteinen. Die Struk-
tur eines PDMS-Stempels wird dabei
mit einer ersten Proteinlosung be-
schichtet. Im néchsten Schritt wird
dieses Protein gemafl der Topogra-
phie des Stempels auf ein Deckglas
iibertragen. Die gestempelte Struk-
tur wird schliefllich mit einer zwei-
ten Proteinlosung tiberschichtet. Das
zweite Protein adsorbiert ausschlief3-
lich an die freien Bereiche zwischen
dem Stempelmuster.
(b) Fluoreszenzaufnahmen des ge-
stempelten Quadratmusters (2.5 wm
x 2.5 pm). Alexa-647 markiertes Fn
‘ (blau) und immunhistochemisch vi-
sualisiertes Vn (rot) liegen sauber ge-

Deckglas
trennt auf einem Substrat vor (Maf-

Abbildung 2.1: Verfahren des direkten Proteinstem- stab: 2 pm).
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2.3 ZELLKULTUR UND ZELLEXPERIMENTE
Fiir die Zellexperimente dieser Arbeit wurde eine Subpopulation der Mausfibroblastenzelllinie

NIH 3T3 Zellen verwendet. Diese Subpopulation weist ein niedriges Level an endogenem

B3-Integrin auf (ca. 1 %) [216]. Die Zelllinie wird daher als 3T3low bezeichnet. Die Selektion
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der Zellen nach einem geringen Level an endogenem (3-Integrin erfolgte durch fluorescence-
activated cell sorting (FACS). Die Zellen wurden in einer Kollaboration von Bernhard

Wehrle-Haller (Universitdt Genf) bereitgestellt.

2.3.1 ROUTINE ZELLKULTUR

Die 3T3low Zellen wurden in 1x DMEM mit zusétzlich 10 % FCS unter Standardbedingungen
kultiviert (37°C, 5 % COq-Atmosphére, 98 % Luftfeuchtigkeit). Die Zellen wurden 3x pro
Woche passagiert. Fiir die Passage wurden Zellen mit 1x PBS (ohne Mg?* und Ca?")
gewaschen und anschliefend mit Trypsin/EDTA behandelt. Dadurch wurde ein Ablosen der
Zellen von der Zellkulturflasche (Greiner, 25 cm?) erreicht. Die Trypsinierung wurde nach 2-4
Minuten durch Zugabe von DMEM + 10 % FCS gestoppt. Die Zellen wurden schliellich in ein
Falcon iiberfiihrt und 5 Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde erneut
in DMEM + 10 % FCS aufgenommen. Je nach gewilinschtem Verdiinnungsverhéltnis wurde
ein Teil der Mutterkultur in eine neue Zellkulturflasche mit frischem Medium {iberfiihrt.

Eine erneute Wachstumsphase erfolgte im Inkubator unter Standardbedingungen.

2.3.2 TRANSFEKTION VON ZELLEN: LIPOFEKTION

Eine transiente Transfektion von Zellen wurde mithilfe der Lipofektion erreicht. Uber Plasmi-
de kann dadurch ein gewiinschtes Genkonstrukt in die Zelle eingebracht werden, an das ein
fluoreszentes Protein gekoppelt ist. Dieses Genkonstrukt wird wihrend der Zellteilung in den
Kern aufgenommen wo es schlielich transkribiert wird [219]. In dieser Arbeit wurden 3T3low
Zellen mit $3-wt Integrin bzw. mit verschiedenen Mutanten von (33-Integrin transfiziert
(s. Tab. 2.3). Diese Zelllinie exprimiert - wie oben erwahnt - ein sehr geringes Level an
endogenem (3-Integrin. Durch zusétzliche Expression nach Transfektion werden zum einen
Uberexpressionsartefakte vermieden. Zum anderen kann der spezifische Effekt einer Integrin-
Mutation in diesem System untersucht werden. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass die
[33-Untereinheit neben der o«V-Untereinheit nur noch mit einer weiteren o-Untereinheit ein
Heterodimer bilden kann. Dieses Integrin wird «lIbp3-Integrin genannt. Dabei handelt es
sich um ein Thrombozyten-spezifisches Integrin, das in den verwendeten 3T3low Zellen nicht
exprimiert wird. Demnach ist die Lokalisation der GFP-gekoppelten [33-Integrin Konstrukte
dieser Arbeit spezifisch fiir aV33-Integrin.

Fir die Lipofektion wurden Zellen bis etwa 70 % Konfluenz kultiviert. Dies ist wichtig,
um Proliferation der Zellen zu gewéhrleisten. Das verwendete Plasmid kann nur wahrend

der Zellteilung aufgenommen werden, wenn die Kernmembran aufgelost wird. Als Trans-
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fektionsreagenz wurde Lipofectamine 2000 verwendet. In zwei getrennten Ansétzen wurde
OptiMEM mit Lipofectamine 2000 bzw. mit 2.5 - 5 pug der gewiinschten Plasmid-DNA
vermengt. Fir alle Integrin-Konstrukte wurde 2.5 ug DNA eingesetzt. Fiir das CMA-Protein
Vinculin wurde 5 pg DNA verwendet. Beide Ansétze wurden 5 Minuten bei RT inkubiert
und anschlieBend vermengt. Nach einer weiteren Inkubation von 30 - 60 Minuten wurde
der Lipofectamine/Plasmid Mix zu den 3T3low Zellen in das Medium gegeben. Nach 12-
16 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. Nach 48 Stunden Expressionsdauer wurden die

transfizierten Zellen fiir die Zellexperimente verwendet.

2.3.3 ZELLEXPERIMENTE AUF PROTEINSUBSTRATEN

Die Zellexperimente auf den homogen beschichteten bzw. differenziellen Proteinsubstraten
wurden in Abwesenheit von Serum im Medium durchgefiihrt. Dies verhindert eine Uber-
lagerung der spezifisch beschichteten Substratoberfliche mit Serumproteinen. Prinzipiell
wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben abgelést. Die Trypsinierung wurde
allerdings mit einem Trypsin Inhibitor abgestoppt. Dies erlaubt in weiteren Schritten ein
sehr sauberes Arbeiten ohne Serumproteine. Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet
in DMEM ohne Serum aufgenommen und in einer definierten Zellzahl auf die entsprechen-
den Substrate gegeben. Fiir homogen beschichtete Substrate wurden 80000 Zellen und fiir
differenzielle Substrate 150000 Zellen eingesetzt. Die Zellkultursubstrate wurden vorher
in 12-well Platten vorgelegt und ebenfalls mit Medium ohne Serum iiberschichtet. Wenn
nicht anders angegeben wurden Zellen fiir 2 Stunden auf den Zellkultursubstraten unter
Standardbedingungen kultiviert.

In einigen Experimenten wurden Zellen mit pharmakologischen Inhibitoren bzw. zweiwerti-
gen Kationen behandelt. Dafiir wurden Zellen wie oben beschrieben abgelost und auf die
Proteinsubstrate ausgesét. Die verwendete Konzentration der einzelnen Komponenten und

die Dauer der Behandlung ist in Tab. 2.10 aufgelistet.

Tabelle 2.10: Behandlung von Zellen mit pharmakologischen Inhibitoren bzw. zweiwertigen
Kationen.

Behandlung Dauer der Behandlung Konzentration
Blebbistatin 2 Stunden 10 pM

Ca?* Zugabe 30 Minuten vor Fixierung 1 mM

DTT Zugabe 15 Minuten vor Fixierung 1 mM bzw. 10 mM
Mn?+ Zugabe 30 Minuten vor Fixierung 1 mM
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2.3.4 ZEITRAFFERAUFNAHMEN

Fiir Zeitrafferaufnahmen wurden Zellen wie in 2.3.3 abgelost und nach der Zentrifugation
in F12 Medium ohne Phenolrot aufgenommen. Die differenziellen Substrate wurden in
magnetische Deckglashalter (Institut fiir angewandte Physik, KIT, Werkstatt) eingespannt
und mit F12 Medium iiberschichtet (37 °C). Das verwendete Elyra PS.1 wurde fir mindestens
2 Stunden auf 37 °C vorgewarmt. Fiir die Lebendzellexperimente wurde ein Bild pro Minute
aufgenommen. Das Elyra PS.1 ist ein Prototyp und verfiigt iiber keine automatisierte
Zeitreihenfunktion mit mehreren Kanélen. Daher wurde fiir jeden Kanal manuell ein Bild
aufgenommen. Der manuelle Kanalwechsel fithrte zu einem zeitlichen Versatz von etwa 5

Sekunden pro Kanal.

2.4 IMMUNHISTOCHEMIE

Fir die indirekte Immunfluoreszenzfarbung wurden die Proben in eine abgedunkelte, feuchte
Kammer gelegt. Im ersten Schritt wurden die Zellen auf dem Substrat fiir 10 Minuten mit 4
% PFA fixiert. Anschliefend wurden die Zellen 3x fiir 5 Minuten mit 0.1 % Triton X-100
in 1x PBS gewaschen. Dies bewirkt eine Permeabiliserung der Zellmembran. Die priméren
Antikorper gegen ein bestimmtes Antigen von Interesse wurden in 1x PBS + 1 % BSA
angesetzt und auf die Proben gegeben (Verdiinnung siehe Tab. 2.4). Nach einer einstiindigen
Inkubation bei RT wurden die Proben erneut 3x fiir 5 Minuten mit 0.1 % Triton X-100 in 1x
PBS gewaschen. Dies entfernt unspezifisch gebundene Antikérper. Die sekundéren Antikoérper
wurden ebenfalls in 1x PBS + 1 % BSA (Verdiinnungen siehe Tab. 2.5) angesetzt und auf
die Proben gegeben. Wurden zusétzlich Affinitatsmarker (siehe Tab. 2.6) eingesetzt, erfolgte
dies in einem Schritt mit den sekundédren Antikoérpern. Es folgte erneut eine einstiindige
Inkubation bei RT und ein anschliefender Waschschritt. Die gefirbten Proben wurden

schliefflich in einer Mowiol Losung auf einem Objekttrager eingebettet.

2.5 MOLEKULARDYNAMIK (MD) SIMULATIONEN

Die Molekulardynamik-Simulationen wurden an der Universitdt Tampere (Finnland) von
Vasyl Mykuliak durchgefiihrt. Fiir die Simulationen wurde die Kristallstruktur von oV 33-
Integrin gebunden an ein Fragment des Fn-Molekiils verwendet. Dabei handelt es sich um
die RGD enthaltene Fibronektin TypIII Doméne an Position 10 (Fnlll;p). Die Kristall-
strukturen entstammen der RCSB Protein Datenbank (PDB). Fiir die MD Simulationen
wurde die Fnlll;p-gebundene Struktur von «Vp3-Integrin (PDB: 4MMX) verwendet und
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durch Uberlagerung mit der BA- und Hybrid Doméne einer gedffneten Integrin Struktur
(PDB: 3ZE1) wurde ein Swing-out der Hybrid Doméne eingerichtet. Diese Auslenkung der
Hybrid Doméne entspricht einer intermedidren Integrin Konformation (Schritt 7) wie sie
von Zhu und Kollegen publiziert wurde [129]. Diese Struktur wurde schliefilich durch eine
Glykosylierung an Position N303 modifiziert. Dieselbe Struktur ohne Glykosylierung wurde
als Kontrolle verwendet. Die Simulationen wurden mithilfe von Gromacs 2016.1 am Sisu

Supercomputer (CSC Finland) durchgefiihrt.

2.6 B10-LAYER INTERFEROMETRIE

Die Bio-Layer Interferometrie (BLI) ist eine markierungsfreie, optische Technik, um die
Kinetik von Protein-Protein Interaktionen in Echtzeit zu untersuchen [220, 221]. Dabei
werden faseroptische Biosensoren genutzt, die an der Spitze mit einer biokompatiblen Ma-
trix beschichtet sind. Die biokompatible Matrix kommerzieller Biosensoren ist wiederum
mit sogenannten Fangermolekiilen wie Streptavidin, Protein A oder Ni-NTA beschichtet.
In dieser Arbeit wurden ausschliefflich Ni-NTA Biosensoren verwendet, um his-getaggte
Biomolekiile spezifisch an den Biosensor zu koppeln. Dadurch kann eines der beiden Zielmo-
lekiile, fiir das eine Interaktion untersucht werden soll, spezifisch an den Biosensor gebunden
werden. Anschliefend wird der Biosensor in eine Proteinlosung gegeben, die den potenziellen
zweiten Bindungspartner enthélt. BLI analysiert das Interferenzmuster von weiflem Licht,
das an der Spitze des Biosensors von zwei optischen Grenzflichen reflektiert wird. Dabei
handelt sich um eine interne Referenzschicht und eine externe Schicht, die sich zwischen
Sensoroberfliche und umgebender Losung befindet. Bindung von Biomolekiilen an den
Biosensor verdndert die Schichtdicke und damit die effektive Distanz der zweiten optischen
Grenzfliche relativ zur internen Referenzschicht (Abb. 2.2 a). Dies fiihrt letztendlich zu
einer Verdnderung des Interferenzmusters des reflektierten Lichtes, das an einem Photo-
spektrometer detektierte wird (Abb. 2.2 b). Werden die Interferenzmuster prozessiert ergibt
sich ein interferometrisches Profil, das je nach Anzahl gebundener Biomolekiile an den
Biosensor in x-Richtung verschoben ist. Die resultierende Wellenlangenverschiebung A
ist schliefllich ein direktes Mafl der Verdnderung der optischen Schichtdicke (Abb. 2.2 ¢).
Wird diese Verdnderung der Schichtdicke bzw. des Interferenzmusters iiber einen langeren
Zeitraum gemessen und als Funktion der Zeit aufgetragen, ergibt sich eine charakteristische

Assoziations- /Dissoziationskurve.
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Abbildung 2.2: Prinzip der Biolayer Interferometrie. (a) An der Spitze des Biosensors
sind zwei optische Grenzflichen zu erkennen: Eine interne Referenzschicht (cyan) und eine
externe Schicht zwischen dem Ende der Sensoroberfliche (grau) und der umgebenden Losung.
Weifes Licht wird an beiden Grenzflichen reflektiert (obere Reihe). Binden Molekiile an die
Spitze des Biosensors dndert sich die Schichtdicke und damit auch die Position der externen
Referenzschicht relativ zur internen Referenzschicht (untere Reihe).

(b) Interferenzmuster des reflektierten Lichtes ohne gebundene Biomolekiile (obere Reihe).
Veréandert sich die Schichtdicke an der Spitze des Biosensors resultiert dies in einem verdnderten
Interferenzmuster des reflektierten Lichtes. Die Amplitude der urspriinglichen Interferenz ohne
gebundene Biomolekiile ist zum Vergleich als graue Linie dargestellt (untere Reihe).

(c) Interferometrisches Profil ohne gebundene Biomolekiile (obere Reihe) bzw. nach Bindung
von Biomolekiilen an den Biosensor (untere Reihe). AX zeigt die resultierende Wellenlédngenver-
schiebung.

2.6.1 BLITZ AssAy

Fiir die Messung von Protein-Protein Interaktionen in Echtzeit wurde das BLItz Biolayer
Interferometer (Pall ForteBio) verwendet. Alle Schritte wéhrend den Messungen wurden bei
RT in einem Integrin Puffer durchgefiihrt. Die Ni-NTA Biosensoren wurden zuerst fiir 10
Minuten im Integrin Puffer prahydriert. AnschlieBend erfolgte ein Baseline Schritt (45s) im
Integrin Puffer (Abb. 2.3 a). Dies war notwendig, um eine stabile Messkurve mit minimaler
Drift zu erhalten. Danach wurde der Biosensor mit aufgereinigtem ooV 33-Integrin (50 pg/ml)
beladen (180s). Die Bindung an den Ni-NTA Biosensor erfolgte tiber einen His-Tag am
Integrin (Abb. 2.3 b). Nach der Ladephase erfolgte erneut ein Baseline Schritt (45s; Abb.
2.3 ¢). Fiir die Assoziationsphase (300s) wurde der Biosensor mit Fn oder Vn (150 pg/ml)
inkubiert (Abb. 2.3 d). Bei diesem Schritt findet eine Interaktion zwischen Integrin und
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Ligand statt. Eine unspezifische Bindung des Liganden an freie Bereiche des Biosensors
wurde experimentell ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt). Fiir die nachfolgende Dissoziation
(250s) wurde der Biosensor in Integrin Puffer ohne Ligand tiberfiihrt. Je nach Bindungsstérke
der Integrin-Ligand Interaktion findet in diesem Schritt eine Dissoziation des Liganden statt
(Abb. 2.3 e). Die gemessenen Bindungskurven wurden mithilfe einer Referenzkurve korrigiert.
Die Referenzkurve wurde ohne Zugabe von Liganden erstellt, um eine unspezifische Bindung
von Pufferkomponenten an den Biosensor und Drift des Systems zu beriicksichtigen. Die
Affinitdtsgleichgewichtskonstante (Kp) wurde von der BLItz Software aus der Assoziations-
konstante und der Dissoziationskonstante berechnet.

In einem Kontrollexperiment wurde wéhrend der Dissoziationsphase 20 uM Cilengitide in
Integrin Puffer gegeben. Bei diesem Experiment wurde zwischen Assoziations- und Dissozia-

tionsphase ein Baseline Schritt von 10 Sekunden eingefiigt.

a b c
Baseline Ladephase

& Ni-NTA
£ Ligand

O His-Tag
@ Integrin

Abbildung 2.3: Einzelschritte des BLItz Assay. (a) Ein Ni-NTA Biosensor wird fir einen
Baseline Schritt in Integrin-Puffer iiberfiihrt.

(b) In einer Ladephase bindet «V3-Integrin an den Biosensor. Die Bindung erfolgt iiber einen
His-Tag an den Ni-NTA Biosensor.

(¢c) Ein Baseline Schritt etabliert vor der Assoziation eine stabile Messkurve mit minimaler Drift.
(d) Integrin-beladener Biosensor wird in Integrin Puffer mit Ligand von Interesse tiberfiihrt. In
diesem Schritt erfolgt die Integrin-Ligand Interaktion.

(e) In der Dissoziationsphase wird der Biosensor in Integrin Puffer ohne Ligand tberfiihrt.
Geméif der Kinetik von Protein-Protein Interaktionen erfolgt eine Dissoziation des Liganden.

2.7 HOCHAUFLOSENDE MIKROSKOPIE

Nach einer Definition von Ernst Abbé ist die Auflésung klassischer Fluoreszenzmikroskopie
durch Beugung begrenzt. Demnach ist die Auflésung abhéngig von der Wellenldnge des
verwendeten Lichts und dem Offnungswinkel des Objektives. Hochauflésende Mikroskopie-
Techniken “sprengen® diese Begrenzungen und kénnen die Auflésung in x-, y- und z-Richtung

verbessern [222]. Im Fall von SIM wird eine Auflésungssteigerung um einen Faktor von 2
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erreicht. Dementsprechend liegt die Aufldsungsgrenze in x,y Richtung bei maximal 100 nm
und die Auflésung in z-Richtung bei etwa 250 nm [223]. Vergleicht man SIM mit konventio-
neller Weitfeld-Mikroskopie konnen zelluldre Strukturen wie Integrin-vermittelte Adhésionen
mit deutlich verbesserter Auflosung abgebildet werden (Abb. 2.4). In dieser Arbeit wurde die
Lokalisation von oV B3-Integrin auf Fn/Vn Substraten untersucht. Die limitierte Auflosung
konventionelle Weitfeld-Mikroskopie war nicht ausreichend, um zu bestimmen welcher Anteil
von «VP3 auf Fn bzw. Vn lokalisiert. SIM dagegen ermoglichte eine Quantifizierung mit
klar erhohter Prazision.

Wie funktioniert eine solche Auflésungssteigerung aber? Das Grundprinzip von SIM basiert
auf strukturierter Beleuchtung. Durch ein Gitter im Strahlengang wird ein sinusoidales
Muster erzeugt, das mit der unbekannten Probenstruktur (“zweites Gitter“) interferiert.
Durch diese Interferenz kommt es zum Moiré Effekt und damit zur Entstehung eines “dritten
Gitters“ mit niedrigerer Frequenz und somit gréfleren Strukturen. Im Vergleich zu den
beiden Ursprungsmustern ist dieses dritte Muster auflésbar und kodiert Informationen der
Probenstruktur [223, 224]. Diese Informationen kénnen schliefilich mithilfe mathematischer
Algorithmen aus den Frequenzdaten der optischen Transferfunktion und den Parametern
der strukturierten Beleuchtung extrahiert werden [224, 225]. Bei dem resultierenden, hoch-
aufgelosten SIM-Bild handelt es sich also um eine verrechnete Aufnahme. Trotz allen
Verrechnungen ist SIM aber weitgehend anerkannt als hochauflésende Mikroskopie-Technik.
Allerdings lassen sich nach den SIM-Verrechnungen keine Aussagen mehr iiber absolute
Intensitaten treffen. Fiir diese Arbeit wurden Experimente mit Intensitdtsmessungen daher

mithilfe konventioneller Fluoreszenzmiskroskopie durchgefiihrt.

Weitfeld

Abbildung 2.4: Auflésungssteigerung durch SIM-Mikroskopie. Vergleich von konventio-
neller Fluoreszenzmikroskopie und SIM am Beispiel Integrin-vermittelter Adhésionen (axV3-
Integrin) auf differenziellen Fn/Vn Substraten. Die SIM Aufnahmen zeigen eine deutlich verbes-
serte Auflosung der Integrin-vermittelten Adhésionen. Aulerdem kann mit erhéhter Préazision
bestimmt werden welcher Anteil von oV 3-Integrin auf Fn bzw. Vn lokalisiert.

36



2 MATERIAL UND METHODEN

2.8 BILDBEARBEITUNG UND QUANTIFIZIERUNG

Alle Bilder wurden mit der ZEN Software von Carl Zeiss aufgenommen. Bildbearbeitung
erfolgte mit der Software Fiji [226]. Fiir alle reprisentativen Bilder wurde der Kontrast und
die Helligkeit angepasst. Die Graphen fiir die Quantifizierung wurden mit Origin Pro 2016G
erstellt. Alle Abbildungen wurden mit Corel Draw Graphic Suite X7 vorbereitet.

2.8.1 QUANTIFIZIERUNG AUF HOMOGEN BESCHICHTETEN SUBSTRATEN

Fiir die Auswertung der Intensitdt der 3-Integrin vermittelten Adhésionen auf homogen
beschichtetem Substrat wurde bei der Bildaufnahme fiir jedes Bilde eine konstante Belich-
tungszeit verwendet (Apotom Imager Z1.: 700 ms; LSM 800: 650 ms, gain 700). Dies erlaubt

Aussagen iiber unterschiedliche Intensitdten in den einzelnen Konditionen.

2.8.2 QUANTIFIZIERUNG AUF DIFFERENZIELLEN SUBSTRATEN

Fir die Lokalisationsstudien auf den differenziellen Proteinsubstraten wurde jeweils die
Kolokalisation von @3-Integrin mit dem gestempelten Protein (Quadrate) quantifiziert.
Es wurden ausschliellich 3-Integrin Signale in den peripheren Adhésionen ausgewertet,
die mit Paxillin kolokalisierten. So wurde sichergestellt, dass ausschliellich funktionelle
Adhésionen ausgewertet werden. Um dies zu erreichen war eine Bildbearbeitung vor der
Analyse notig (Abb. 2.5). Zuerst wurde das $33-Signal definiert, das fiir die Analyse verwendet
werden soll. Hierfiir wurde das hochaufgeloste SIM-Bild (SR) verwendet (Abb. 2.5 d). Dies
war notwendig, da unspezifische 33-Signale im Zellinneren und auflerhalb der Zelle die
Analyse verfilschen. Dafiir wurde aus dem Weitfeld Signal von Paxillin eine Maske erstellt.
Unspezifische extrazelluldre bzw. intrazelluldre Signale wurden in diesem Schritt sorgfaltig
geschwérzt (Abb. 2.5 a,b,c). Das 33 SR-Signal wurde schlielich von der Paxillin WF-Maske
subtrahiert (Abb. 2.5 e). Ubrig bleiben nur B3-Signale, die mit der Maske iiberlagern (Abb.
2.5 f). Unspezifischer Hintergrund wird dementsprechend entfernt. In einem weiteren Schritt
wird die Kolokalisation des definierten 33 SR-Signales mit dem SR-Signal des gestempelten
Proteins auf den Proteinquadraten bestimmt (Abb. 2.5 g). Dies erfolgte mittels JACoP
Plugin von Fiji. Berechnet wurde der Manders Overlap Coefficient (MOC), der Pixel fir
Pixel den Grad der Kolokalisation zwischen zwei Proteinen beschreibt [227, 228]. Als Resultat
wird ein Wert zwischen 0 und 1 ausgegeben (0 bedeutet keine Kolokalisation, 1 bedeutet

perfekte Kolokalisation). In den Quantifizierungen wurde der Wert prozentual angegeben.
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Abbildung 2.5: Prinzip der Biolayer Interferometrie. Fiir die Analyse der Lokalisation von
33-Integrin auf den differenziellen Proteinsubstraten wurde nur das (33-Signal ausgewertet, das
mit Paxillin {iberlagert.

(a) Das Paxillin im Weitfeld Kanal dient als Indikator fiir funktionelle Adhésionen. (b) Un-
spezifische extrazelluldre und intrazelluldre Signale werden sorgféltig ausgeschwérzt. (¢) Aus
den resultierenden Signalen wird eine Paxillin Maske erstellt. (d) Fiir die spéatere Analyse der
Kolokalisation zwischen f3-Integrin und dem gestempelten Proteinmuster wird das hochauf-
geloste Bild des B3-Signales verwendet. (e) Das 3 SR-Signal wird von der Paxillin Maske
abgezogen. Fiir eine bessere Ubersicht ist nur ein Ausschnitt der Zelle gezeigt. Es bleiben nur die
33-Signale {ibrig die mit der Paxillin Maske tiberlagern (griin). Unspezifischer Hintergrund wird
entfernt (magenta). (f) Das Subtrahierte $3 SR-Signal wird fiir die finale Analyse verwendet.
(g) Das B3-Signal wird mit dem SR-Signal des gestempelten Proteins iiberlagert. Erneut ist
fiir eine bessere Darstellung nur ein Ausschnitt der Zelle gezeigt. Die Analyse erfolgt mithilfe
des Manders Overlap Coefficient (MOC). Mit dem MOC wird beschrieben welcher Anteil des
33-Signales mit dem Proteinmuster kolokalisiert (griin) bzw. welcher Anteil nicht kolokalisiert
(magenta).
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2.9 STATISTISCHE TESTS

Fir alle Quantifizierungen wurde ein zweiseitiger t-Test verwendet. Die entsprechenden
Werte des Signifikanzniveaus (p) sind jeweils angegeben. Die Anzahl der unabhéngigen

Experimente (N) und die Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen (n) sind ebenfalls vermerkt.
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Kapitel 3

ERGEBNISSE

oV 33-Integrin gehort zu den RGD-bindenden Integrinen und erkennt mindestens 12 ver-
schiedene extrazelluldre Liganden. Es handelt sich also um einen hoch promiskuitiven
Integrin-Rezeptor [16, 23]. Aktuell ist der physiologische Sinn dieser Promiskuitét noch nicht
wirklich verstanden. In einer in vivo Situation liegen in der ECM mehrere Liganden von
oV 3-Integrin gleichzeitig und in unmittelbarer Nahe zueinander vor. Wie ,entscheidet“ ein
derart promiskuitiver Integrin-Rezeptor aber welcher Ligand gebunden wird und welcher
nicht? Erfolgt eine Ligandenbindung nach dem Prinzip ,,wer zuerst kommt mahlt zuerst*
oder gibt es bestimmte Liganden die préiferiert gebunden werden? Im ersten Teil dieser
Arbeit soll die Bindung von oV [33-Integrin an seine publizierte Liganden Vn, Opn, Fbg,
Fn und Tsp untersucht werden. Dies erfolgt mithilfe differenzieller Proteinsubstrate, die
zwei Liganden gleichzeitig prasentieren. Auf solchen Substraten besteht die ,, Wahlfreiheit*
zwischen zwei Liganden und anhand der Lokalisation von «V3-Integrin kann tiberpriift
werden ob bestimmte Liganden préaferiert gebunden werden. Dies gibt indirekt Aufschluss
iiber mogliche differenzielle Affinitdten von &V 33-Integrin.

Urspriinglich wurde oV 33-Integrin durch seine hohe Selektivitét fiir den Liganden Vn als der
Vn-Rezeptor beschrieben [31]. Mittlerweile gibt es zahlreiche Gruppen, die seine Funktion
als Fn-Rezeptor analysiert haben [45-47]. Beide Proteine werden von «V(33-Integrin iiber
die RGD-Sequenz gebunden. Im zweiten Teil dieser Arbeit soll am Beispiel der beiden
extrazelluliren RGD-Proteine Fn und Vn untersucht werden welcher Ligand unter welchen
zelluldren Bedingungen gebunden wird und welche Regulationsmechanismen eine Zelle fiir
differenzielle Ligandenbindung zur Verfiigung hat. Mithilfe pharmakologischer Inhibitoren
und spezieller Integrin Mutationen soll vor allem die Rolle intrazellularer Kontraktilitdt und

die Rolle der Integrin Konformation tiberpriift werden.
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3.1 «VP3-INTEGRIN ZEIGT HOHE SELEKTIVITAT FUR DIE LIGANDEN VI-

TRONEKTIN UND OSTEOPONTIN

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst die Ligandenbindung von oV [33-Integrin fiir
eine Reihe publizierter Liganden (Vn, Fn, Opn, Fbg, Tsp) auf homogen beschichteten
Zellkultursubstraten untersucht. Dabei wird einer Zelle nur ein Ligand prasentiert und
man kann die Adhésionsbildung spezifisch auf diesem einen Liganden untersuchen. Die
Morphologie (z.B. Adhésionsflache) oder die Intensitiat von oV 33-Integrin in den Adhésionen
geben indirekt Riickschluss ob es sich um geeignete Liganden handelt oder nicht.

Fiir dieses Experiment wurden Glassubstrate homogen mit dem jeweiligen Protein (Vn, Fn,
Opn, Fbg oder Tsp) beschichtet und p3-wt GFP transfizierte Zellen fiir zwei Stunden in
Zellkulturmedium ohne Zusétze von Serum auf dem Substrat kultiviert. Anschlieffend wurde
Paxillin, als Marker fiir Integrin-vermittelte Adhésionen, und Aktin immunhistochemisch
visualisiert. Die Experimente auf homogen beschichtetem Fbg und Tsp wurden in einer
betreuten Masterarbeit von Lia Heiser durchgefiihrt. Analysiert wurden jeweils die peripheren
Adhésionen auf den unterschiedlich beschichteten Proteinsubstraten. Auf allen Substraten
sind deutliche Paxillin-positive Adhésionen in der Zellperipherie erkennbar. Dies ist ein Indiz
fir die Bildung funktioneller Adhésionen auf allen Liganden. Auf Vn, Opn und Fbg zeigt
sich eine sehr gute Kolokalisation von (33-Integrin mit Paxillin und damit eine deutliche
Rekrutierung von oV 33-Integrin in periphere Adhésionen. Das GFP-Signal im Zellzentrum
ist zudem gering und deutet auf einen geringen Anteil an nicht-geclustertem (3-Integrin
hin (Abb. 3.1 a-c). Im Gegensatz dazu kolokalisiert 33-Integrin auf den Liganden Fn
und Tsp nur teilweise mit Paxillin. Auch die Intensitét des $3-Signals in den Adhé&sionen
scheint reduziert zu sein. Stattdessen zeigt sich ein erhohtes Signal von nicht-geclustertem
B3-Integrin im Zytoplasma (Abb. 3.1 d-e). Fiir eine quantitative Auswertung wurde das
Intensitatsverhaltnis von geclustertem (3-Integrin in der Zellperipherie zu nicht-geclustertem
B3-Integrin im Zytoplasma analysiert (Abb. 3.1 f). Je hoher dieses Verhéltnis, desto stérker
ist die Rekrutierung von (33-Integrin in periphere Adhédsionen. Auf Vn und Opn ist die
Rekrutierung von ooV [33-Integrin in periphere Adhédsionen am héchsten und der Anteil an
nicht-geclustertem Integrin am niedrigsten. Im Gegensatz dazu ist die Rekrutierung auf Fn
und Tsp signifikant reduziert. Das Intensitédtsverhéltnis auf homogen beschichtetem Fbg
liegt zwischen den zwei Gruppen Vn/Opn und Fn/Tsp.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Bildung «V3-Integrin vermittelter Adhésionen auf
unterschiedlichen Liganden variiert. Auf Vn und Opn ist eine gute Rekrutierung von «Vf33-
Integrin in periphere Kontakte erkennbar. Auf den Liganden Fn und Tsp dagegen scheint

dieses Integrin Probleme zu haben in periphere Adhésionen rekrutiert zu werden.
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Abbildung 3.1: «V[33-Integrin-vermittelte Adhisionsbildung auf unterschiedlichen Li-
ganden.

(a-e) B3-wt GFP (griin) transfizierte 3T3low Zellen wurden auf homogen beschichteten Protein-
substraten (Vn, Opn, Fbg, Fn, Tsp) fiir 2 Stunden kultiviert. Paxillin (rot) und Aktin (blau)
wurden immunhistochemisch visualisiert. Alle Experimente wurden in Zellkulturmedium ohne
Zusatz von FCS (-FCS) durchgefiihrt. Die Daten auf homogen beschichtetem Fbg und Tsp
entstammen der betreuten Masterarbeit von Lia Heiser. Mafstab: 10 um in der Ubersicht, 2
pum in der Vergroferung.

(f) Quantifizierung des Intensitatsverhiltnisses von geclustertem B3-Integrin in peripheren Zell-
Matrix Kontakten zu nicht-geclustertem (33-Integrin im Cytoplasma. Die einzelnen Verhéltnisse
wurden auf das Verhéltnis fiir Vn -FCS normalisiert. Auf Vn und Opn ist die Intensitat von
33-Integrin in den peripheren Adhésionen im Vergleich zum Zytoplasma am hochsten. Auf Fn
und Tsp ist das Intensitatsverhéltnis klar verringert. Der Ligand Fbg liegt zwischen den beiden
Gruppen Vn/Opn und Fn/Ths. Vn: N=3, n=70; Opn: N=3, n=61; Fbg: N=3, n=64; Fn: N=3,
n=67; Tsp: N=3, n=57.

3.1.1 VITRONEKTIN AUS DEM SERUM UBERLAGERT SPEZIFISCH BESCHICH-
TETE PROTEINSUBSTRATE

Diese ligandenspezifische Rekrutierung von «V3-Integrin wird allerdings nur sichtbar,
wenn die Experimente in Zellkulturmedium ohne FCS (-FCS) durchgefiihrt werden. Fiihrt
man identische Experimente in Medium mit 10% FCS (+FCS) durch, ist kein signifikanter
Unterschied mehr zwischen den einzelnen Liganden erkennbar (Abb. 3.2 a). Auf allen Ligan-
den zeigt sich eine dhnlich gute Rekrutierung von ooV 33-Integrin in periphere Adhésionen.

Grund hierfiir kénnte eine Uberlagerung der spezifisch beschichteten Proteinoberfliche mit
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Serumproteinen sein. Vn kommt in sehr hohen Konzentrationen im bovinen Serum vor
(200-400 pg/ml) [229]. Daher liegt die Vermutung nahe, dass Vn aus dem Serum an die
homogen beschichtete Proteinoberfliche adsorbiert. Um dies zu iiberpriifen wurden homogen
beschichtete Fn-Substrate 2 Stunden in Medium -FCS bzw. in Medium +FCS kultiviert
und anschlieffend eine immunhistochemische Farbung gegen bovines Vn durchgefiihrt. In
Medium -FCS ist nur ein Signal des Alexa647-markierten Fn auf der Oberfliche erkennbar.
Werden Substrate allerdings in Medium +FCS kultiviert, ist ein deutliches Vn-Signal auf
der Oberfliche vorhanden, das mit dem Fn-Signal kolokalisiert (Abb. 3.2 b). Eine solche
Uberlagerung der Proteinoberfliche mit bovinem Vn aus dem Serum wurde auch fiir ho-
mogen beschichtete Opn-, Fbg- und Tsp-Oberflichen beobachtet. Serumproteine aus dem
Medium kénnen also eine homogen beschichtete Proteinoberfliache iiberlagern. Méchte man
spezifisch das Integrin-Verhalten in Antwort auf einen einzelnen Liganden untersuchen muss

man auf den Einsatz von FCS im Experiment verzichten.

B3-Intensitét (Ratio)
Intensitat FA/Intensitéat Zytoplasma

Vn Opn Fbg Fn Tsp

Abbildung 3.2: Serumproteine iiberlagern eine spezifisch beschichtete Proteinober-
flache.

(a) B3-wt GFP transfizierte 3T3low Zellen wurden auf homogen beschichteten Proteinsubstraten
(Vn, Opn, Fbg, Fn, Tsp) in Medium mit FCS (+FCS) fiir 2 Stunden kultiviert. Quantifiziert
wurde das Intensitdtsverhéltnis von geclustertem (33-Integrin in peripheren Zell-Matrix Kontak-
ten zu nicht-geclustertem (33-Integrin im Zytoplasma. Die einzelnen Verhéltnisse wurden auf
das Verhaltnis fiir Fbg +FCS normalisiert. Durch den Einsatz von FCS ist kein Unterschied
mehr zwischen den verschiedenen Liganden zu beobachten. Die Rekrutierung von (33-Integrin in
periphere Adhésionen ist auf allen Liganden etwa gleich. Die Daten auf homogen beschichtetem
Fbg und Tsp entstammen der betreuten Masterarbeit von Lia Heiser. Vn: N=3, n=67; Opn:
N=3, n=64; Fbg: N=3, n=69; Fn: N=3, n=69; Tsp: N=3, n=63.

(b) Homogen beschichtete Fn-Substrate (10 pg/ml aktives Fn + Fraktion Alexa647-markiertes
Fn (1:40)(griin)) wurden in Medium ohne FCS (-FCS) und in Medium mit 10% FCS (+FCS)
fiir 2 Stunden kultiviert. Bovines Vn (rot) wurde immunhistochemisch angefirbt. Nur in der
Kondition +FCS kolokalisiert Vn aus dem Serum deutlich mit Fn auf der Substratoberfliche.
Serumproteine konnen also eine homogen beschichtete Proteinoberflache iiberlagern. Mafistab:
10 pm
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3.2 aVP3-INTEGRIN BINDET AUF DIFFERENZIELLEN PROTEINSUBSTRATEN

BEVORZUGT AN VITRONEKTIN BZW. OSTEOPONTIN

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass nicht alle publizierten Liganden von oV [33-
Integrin mit gleicher Affinitdt gebunden werden. Vor allem Vn und Opn scheinen geeignete
Liganden von «V[(33-Integrin zu sein. Homogen beschichtete Proteinsubstrate kénnen aller-
dings nicht die Komplexitat der ECM imitieren. In einer in vivo Situation werden einer Zelle
verschiedene Liganden gleichzeitig und in unmittelbarer Ndhe zueinander prisentiert [1,
205]. Daher hat unsere Arbeitsgruppe differenzielle Proteinsubstrate entwickelt, um der phy-
siologischen Situation mit einer komplexen ECM einen Schritt ndher zu kommen. Auf diesen
Substraten liegen zwei verschiedene Proteine sauber getrennt und im subzelluldren Maflstab
vor [216, 230]. Die Geometrie des Proteinmusters wurde so gewéhlt, dass die Flache beider
Proteine etwa gleich ist. Dabei wird ein Protein gestempelt (2x2 pm Proteinquadrate) und
die Bereiche zwischen dem Stempelmuster werden mit dem zweiten Protein funktionalisiert
(s. Kapitel 2.2.5). Mit diesem System hat eine Zelle die Wahl auf welchem Liganden sie
préiferiert aV33-vermittelte Adhésionen bildet. Da die Rekrutierung von 'V {33-Integrin in
periphere Adhésionen auf homogenem Vn am héchsten war, wurde Vn jeweils mit einem
weiteren Liganden kombiniert. Es wurden folgende Proteinkombinationen erstellt: Vn/Opn
Substrate (Abb. 3.3 a), Vn/Fbg Substrate (Abb. 3.3 b), Vn/Tsp Substrate (Abb. 3.3 ¢) und
Fn/Vn Substrate (Abb. 3.3 d). Das zuerst genannte Protein wurde immer gestempelt und
mit dem zweiten Protein wurden die Bereiche zwischen dem Stempelmuster funktionalisiert.
Mit dieser Methode konnte bei allen getesteten Proteinkombination eine saubere Trennung
beider ECM-Proteine auf einem Substrat erreicht werden (Abb. 3.3 i). Die Daten der Vn/Fbg
Substrate und Vn/Tsp Substrate entstammen der betreuten Masterarbeit von Lia Heiser.
3T3low Zellen wurden mit 33-wt GFP transfiziert und fiir zwei Stunden auf den differen-
ziellen Substraten kultiviert. Zudem wurde Paxillin immunhistochemisch visualisiert und
Zellen wurden mit hochauflésender Mikroskopie (structured illumination microscopy (SIM))
aufgenommen. Dadurch kann die Lokalisation der Integrin-vermittelten Kontakte prézise
bestimmt werden. Auf Vn/Opn Substraten scheint oV B3-Integrin kein Unterschied zwischen
den Liganden zu erkennen und es zeigt sich eine nahezu identische Lokalisation auf beiden
Liganden (54.4% Kolokalisation mit Vn; Abb. 3.3 e). Auf Vn/Fbg Substraten lokalisiert
aVP3-Integrin préferiert auf Vn und zeigt nur 20.2% Kolokalisation mit Fbg (Abb. 3.3 f).
Auch auf Fn/Vn Substraten ist Vn der klar bevorzugte Ligand und die Kolokalisation mit Fn
betrégt nur 16.5% (Abb. 3.3 g). Auf Vn/Tsp Substraten wird die Bildung oV 33-vermittelter
Adhésionen auf Tsp klar vermieden (6.7% Kolokalisation mit Tsp; Abb. 3.3 h).
Zusammenfassend bindet oV 33-Integrin bevorzugt an Vn und Opn, wiahrend Fn und Fbg

eher vermieden werden. Im Gegensatz dazu scheint Tsp kein geeigneter Ligand zu sein.
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Abbildung 3.3: Lokalisation von «V 33-Integrin auf differenziellen Proteinsubstraten.
(a) Vn-Quadrate (rot) wurden auf ein Glas-Substrat gestempelt und die freien Bereiche zwischen
den Vn-Quadraten wurden mit Opn (schwarz) funktionalisiert. 3T3low Zellen wurden mit $3-wt
GFP (griin) transfiziert und fiir zwei Stunden auf den Vn/Opn Substraten kultiviert. Paxillin
(blau) wurde immunhistochemisch angefirbt. Mafistab (a-d): Ubersicht 10 pum, VergroBerung 2
pm.

(b) Identisches experimentelle Setup wie in (a) allerdings wurden Zellen auf einem Vn/Fbg
Substrat kultiviert.

(¢c) Zellen wurden wie in (a) auf einem Vn/Tsp Substrat kultiviert.

(d) 3T3low Zellen wurden mit 33-wt GFP (grin) transfiziert und fiir zwei Stunden auf Fn/Vn
Substraten kultiviert. Paxillin (rot) wurde immunhistochemisch angefirbt. Auf diesen Substraten
wurde Fn (blau) gestempelt und die Bereiche zwischen dem Fn-Muster wurden mit Vn (schwarz)
geflutet.
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(e-h) Quantifizierung der Kolokalisation von (3-Integrin mit den ECM Proteinen auf den
einzelnen Substraten. $3-Integrin lokalisiert bevorzugt auf Vn bzw. Opn. Auf Vn/Opn Substraten
zeigt sich nahezu eine 50/50 Verteilung. Auf Vn/Fbg bzw. Vn/Fn Substraten ist Vn der klar
bevorzugte Ligand. Die Kolokalisation mit Fbg betragt 20.2%, die Kolokalisation mit Fn 16.5%.
Tsp ist kein geeigneter Ligand von oV B3-Integrin. Die Kolokalisation mit Tsp betrégt lediglich
6.7%. Vn/Opn. Die Experimente auf Vn/Fbg- und Vn/Tsp Substraten wurden in einer betreuten
Masterarbeit von Lia Heiser durchgefithrt. Vn/Opn: N=3, n=45; Vn/Fbg: N=3, n=57; Vn/Tsp:
N=3, n=34; Fn/Vn: N=4, n=66.

(i) Visualisierung der jeweiligen ECM Proteine auf den differenziellen Proteinsubstraten. Fir
alle getesteten Proteinkombinationen zeigt sich eine saubere Trennung beider Proteine auf einem
Substrat.

3.3 «VPR3-INTEGRIN BINDET VITRONEKTIN MIT HOHERER AFFINITAT ALS

FIBRONEKTIN

Die unterschiedliche Lokalisation von «V 33-Integrin auf den differenziellen Proteinsubstra-
ten konnte bedeuten, dass dieses Integrin seine Liganden mit unterschiedlicher Affinitat
bindet. Um dies zu iiberpriifen wurden mittels Bio-Layer-Interferometrie (BLI) biochemische
Affinitdtsmessungen durchgefiihrt. Fiir die Affinitdtsmessungen und fiir alle nachfolgenden
Experimente wurden Vn und Fn als Liganden ausgewahlt. Beide Proteine sind anerkann-
te Liganden von «Vp3-Integrin [31, 44-47]. Zudem zeigen die Lokalisationsstudien, dass
oV 3-Integrin bevorzugt an Vn bindet, wiahrend eine Bildung von Adhésionen auf Fn eher
vermieden wird. Damit ergibt sich mit diesen beiden Liganden ein interessantes System,
um mogliche Mechanismen einer differenziellen Ligandenbindung von oV 3-Integrin zu
untersuchen.

Fiir die BLI-Messungen wurde zundchst aufgereinigtes oV [33-Integrin iiber einen His-Tag
an einen Ni-NTA Biosensor gebunden (Abb. 3.4 a: Ladephase). Ein Baseline Schritt vor
und nach der Ladephase dient der Etablierung einer stabilen Messkurve mit minimaler
Drift des Systems. Fiir die Assoziationsphase wurde der Integrin-beladene Biosensor in
eine Losung mit 16slichem Fn bzw. Vn iberfithrt (Abb. 3.4 a: Assoziation). Eine mogliche
Integrin-Ligand Interaktion kann mithilfe des BLItz-Systems in Echtzeit aufgezeichnet
werden (s. Kapitel 2.6). Gemessen wird hierbei die Schichtdicke der assoziierten Proteine
am Biosensors. Eine Erhohung der Schichtdicke wéhrend der Assoziationsphase ist dabei ein
direktes Maf} fiir die Bindung von Liganden an den Integrin-beladenen Biosensor. Fiir die
Dissoziationsphase wird der Biosensor in eine Lésung ohne Ligand iiberfiihrt. Dissoziiert der
Ligand in dieser Phase von oV 33-Integrin, verringert sich die Schichtdicke am Biosensor (Abb.
3.4 a: Dissoziation). Aus der Kinetik der Assoziationskurve und der Dissoziationskurve lésst
sich schlieBlich die Dissoziationsgleichgewichtskonstante (Kp) berechnen. Die reprisentativen

Assoziationskurven zeigen, dass sowohl Vn als auch Fn an das aufgereinigte «V33-Integrin
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auf dem Biosensor binden (Abb. 3.4 b). Durch Bindung von Vn wird dabei eine hohere
Schichtdicke erreicht als durch Bindung von Fn. Die Kontrolle mit Integrin-beladenem
Biosensor aber ohne Ligand zeigt weder Assoziation noch Dissoziation (Abb. 3.4 b). Es gibt

also keine unspezifische Bindung von Komponenten des Integrin-Puffers an den Biosensor.
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Abbildung 3.4: Biochemische Bindungsaffinitat von «V33-Integrin fiir Fn bzw. Vn.
(a) Prinzip der Bio-Layer-Interferometrie (BLI). Fiir die Messungen wurde zunéchst ein Baseline
Schritt (45s) in Integrin-Puffer durchgefiihrt, um eine stabile Messkurve zu erhalten. Anschlie-
Bend wurde aufgereinigtes VR 3-Integrin in einer Ladephase (180s) an den Biosensor gebunden.
Nach der Ladephase erfolgte ein erneuter Baseline Schritt (45s). In der Assoziationsphase (300s)
wurde entweder Vn oder Fn als Ligand zugegeben. Die Dissoziationsphase (250s) erfolgte in
Integrin Puffer ohne Ligand. Im Cartoon ist die Assoziation und Dissoziation beispielhaft fir
Fn gezeigt.

(b) Biochemische Affinitdatsmessungen von aufgereinigtem oV33-Integrin fiir seine Liganden Fn
(blaue Kurve) und Vn (schwarze Kurve). Dargestellt sind repriasentative Kurven der Assoziations-
phase (0-300s) und Dissoziationsphase (300-550s). Die Kurve fiir das Beladen des Biosensors mit
oV 3-Integrin vor der Assoziation und Dissoziation sind nicht dargestellt. Sowohl Fn als auch
Vn binden an «V3-Integrin auf dem Biosensor. Fn zeigt im Gegensatz zu Vn eine eindeutige
Dissoziation. Die Kontrolle mit einem Integrin-beladenen Biosensor ohne Ligand zeigt keine
unspezifische Bindung von Pufferkomponenten an den Biosensor.

(c¢) Représentative BLI Kurve fiir Vn Assoziation (0-300s) und Dissoziation (300-550s). Im
Dissoziationspuffer wurde Cilengitide in einer Konzentration von 20 uM eingesetzt. Cilengitide
als Kompetitor mit hoher Affinitét fiir «V3-Integrin bewirkt eine Dissoziation von Vn.

(d) Kp Werte fiir die Interaktion von aufgereinigtem oVp3-Integrin mit Vn, Vn + Cilengitide
und Fn. Berechnung der Kp erfolgte automatisiert mit der BLItz Software. Fiir die Vn Bindung
konnte keine Kp ermittelt werden, da Vn im gemessenen Zeitraum keine Dissoziation von
oV 33-Integrin zeigte. Cilengitide bewirkt Dissoziation des Liganden Vn vom Integrin-beladenen
Biosensor (Kp = 302.6 nM). Die Affinitdt fiir Fn ist mit einer Kp von 53.98 nM im messbaren
Bereich. Die biochemische Affinitédt von oV3-Integrin fiir Vn ist also hoher als fiir Fn. Fn:
N=3, n=9; Vn: N=3, n=9; Vn + Cilengitide: N=3, n=9
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Unspezifische Interaktionen der Liganden mit dem Biosensor wurden ebenfalls experimentell
ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt). In der Dissoziationsphase wird ein grofler Unterschied
zwischen beiden Liganden deutlich. Fn zeigt eine deutliche Dissoziation von «V 33-Integrin
mit einer Kp von 53.98 nM (Abb. 3.4 b,d). Fiir Vn dagegen ist keine Dissoziation erkennbar,
weshalb auch keine Dissoziationskonstante ermittelt werden konnte. Erst nach Zugabe von
Cilengitide als Kompetitior mit sehr hoher Affinitdt fiir die Ligandenbindungstasche von
aVR3-Integrin ist eine Dissoziation von Vn (Kp = 302.6 nM) messbar (Abb. 3.4 c,d).
Die nicht vorhandene Dissoziation von Vn ist also kein Artefakt und kann durch einen
Kompetitor mit hoher Affinitdt fiir o«V33-Integrin induziert werden. Die biochemischen
Affinitdtsmessungen mit BLI zeigen also, dass Vn ein Ligand mit sehr hoher Affinitét fiir

oV R3-Integrin ist und Fn ein Ligand mit vergleichsweise niedriger Affinitét.

3.4 oVPB3-INTEGRIN KANN NUR IM MATURIERTEN ZUSTAND AN FIBRONEK-

TIN BINDEN

Mit diesen Ergebnissen konnte man trivial argumentieren, dass die unterschiedliche Lokalisa-
tion auf Fn/Vn Substraten durch unterschiedliche Affinitdten von oV @3-Integrin fiir Fn bzw.
Vn zustande kommt. Beobachtet man aber die Adhésionsbildung lebender Zellen auf Fn/Vn
Substraten zeigt sich ein unerwarteter Effekt. Dafiir wurden 3-Integrin GFP transfizierte
3T3low Zellen auf den Substraten ausgesit und mittels SIM-Lebendzellmikroskopie wurde
die Ausbreitungsphase einzelner Zellen aufgenommen. In dieser Phase bilden sich in der
Zellperipherie zahlreiche neue, punktférmige Adhésionen, die mit fortlaufender Zeit grofier
werden und dem Reifungsprozess unterliegen (Abb. 3.5 a). Fokussiert man sich auf die
Zellperipherie und bestimmt den Entstehungsort einzelner initialer Adhésionen zeigt sich,
dass alle 33-wt vermittelten Adhésionen ausschliefllich auf Vn entstehen (Abb. 3.5 b,c). In
keinem der Experimente wurde eine Entstehung einer initialen Adhésion auf Fn beobachtet
(Masterarbeit Kai Weiflenbruch [218]). Adhéasionen, die an der Fn/Vn Grenzflache entstehen
wurden in eine eigene Kategorie eingeteilt. In solchen Féllen ist die Auflosung der limitie-
rende Faktor, um eine eindeutige Aussage tiber den Entstehungsort zu treffen (Abb. 3.5 c).
Waiéhrend des Reifungsprozesses werden initiale Adhésionen grofler und einige Adhésionen
zeigen schliefflich eine Translokation von Vn auf Fn. Interessanterweise findet diese Translo-
kation immer in Richtung Zellzentrum statt (Abb. 3.5 b, gelbe Pfeile). Es scheint somit als
kénnten initiale Adhésionen nur auf dem Ligand Vn entstehen wéhrend eine Fn-Bindung
erst im maturierten Zustand moglich ist. Damit zeigt sich eine dynamische Veranderung
wahrend der Adhésionsreifung, die sich nicht durch unterschiedliche Bindungsaffinitdten von

oV B 3-Integrin fiir Fn vs. Vn erkléren lasst.
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Abbildung 3.5: Bildung initialer Adhisionen und Adhisionsdynamik von «V{33-
Integrin auf Fn/Vn Substraten.

(a) Reprasentative Aufnahme einer $3-Integrin GFP (griin) transfizierten Zelle auf Fn/Vn Sub-
straten (Fn in blau), die sich gerade abflacht und ausbreitet. Wahrend der Ausbreitungsphase
entstehen zahlreiche initiale Adhésionen in der Zellperipherie und die Zellfliche vergrofiert sich.
(b) B3-wt GFP (weiB)) transfizierte 3T3low Zellen wurden auf Fn/Vn Substraten (Fn in blau)
mit SIM Lebendzellmikroskopie aufgenommen. Die VergroBerungen zeigen sowohl initiale Adhé-
sionsbildung als auch Adhésionsmaturierung. Griine Pfeile zeigen initiale Adhésionen, die auf
Vn entstehen. Der rote Pfeil zeigt eine initiale Adhésion, die an der Fn/Vn Grenzfliche entsteht.
Gelbe Pfeile verfolgen eine Adhésion, die auf Vn entstanden ist und wéhrend der Maturierung
schliellich Fn-Bindung eingeht. Dieses Experiment wurde von Kai Weiflenbruch durchgefiihrt
und die Daten wurden dieser Arbeit zur Verfiigung gestellt [218]. Mafstab: Ubersicht 10 um,
Vergroflerung 2 um.

(¢) Entstehungsort initaler 33-wt-vermittelter Adhéisionen auf Fn/Vn Substraten. Der Grofteil
aller initialen Adhésionen entsteht auf Vn. N=3, n=246 (246 initiale Adh&sionen, 6 Zellen)

3.5 VERRINGERTER MECHANISCHER ZUG AUF o«V[(3-INTEGRIN FUHRT ZU
REDUZIERTER FN-BINDUNG

Da die Initiation einer ocV33-vermittelten Adhésion ausschlieflich auf Vn erfolgt, stellt sich
die Frage warum Fn-Bindung erst im maturierten Zustand stattfinden kann. Besonders
auffallig war dabei, dass die Translokation einer maturierten Adhésion von Vn auf Fn immer
entlang des retrograden Aktinflusses in Richtung Zellzentrum erfolgte (Abb. 3.4 d). Damit
lasst sich die Hypothese aufstellen, dass Aktin/Myosin Kontraktilitdt moglicherweise eine
wichtige Rolle fiir eine Fn-Bindung von oV [33-Integrin spielt.

Um den Einfluss mechanische Kréfte auf die Ligandenbindung von «V33-Integrin zu iiber-
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priifen, wurde die Aktin/Myosin-vermittelte Kontraktilitdt mit Blebbistatin reduziert. Bleb-
bistatin wirkt auf Myosine direkt, indem es die ATPase Aktivitédt inhibiert [231]. Dieses
Experiment wurde bereits in der Masterarbeit durchgefiihrt [217]. $3-wt GFP transfizierte
3T3low Zellen wurden fiir 2h auf Fn/Vn Substraten kultiviert und tiber die gesamte Dau-
er der Kultivierung mit 10 uM Blebbistatin behandelt. Die Zellen zeigen den typischen
Blebbistatin-Phénotyp mit grofien lamellipodialen Ausldufern und vielen kleinen, punkt-
férmigen Adhésionen in der Zellperipherie. Interessanterweise sind diese punktférmigen,
3-Integrin Adhé&sionen fast ausschliefllich auf Vn lokalisiert wihrend die Fn-Bereiche klar
vermieden werden (Abb. 3.6 a). Die Kolokalisation mit Fn liegt nur bei 7.4 % und ist damit
im Vergleich zur DMSO Kontrolle signifikant reduziert (Abb. 3.6 b).

In einem zweiten Ansatz wurde die Reduzierung der Aktin/Myosin Kontraktilitdt durch
genetischen Knockout des Proteins Vinculin erreicht. Vinculin ist ein intrazelluldres Adap-
terprotein fokaler Adhésionen und hat bedeutende Rolle in der Ubertragung von Kriften
zwischen Aktin und Integrinen [230, 232]. Zahlreiche Publikationen zeigen zudem, dass ein
Knockout von Vinculin die Kraftgenerierung einer Zelle auf das unterliegende Substrat redu-
ziert [233-236]. Um zu iiberpriifen ob Vinculin-abhéngige Kraftgenerierung einen Einfluss auf
die Ligandenbindung von aV{33-Integrin hat, wurden Vinculin-defiziente Mausfibroblasten
(MEF Vcl -/-) verwendet. Diese Zelllinie wurde von W.H. Ziegler zur Verfiigung gestellt
[234]. Im Gegensatz zu den bisher verwendeten 3T3low Zellen haben MEF Vcl -/- allerdings
kein reduziertes Level an endogenem [3-Integrin. Zuséatzliche Expression von 3-wt GFP
fiihrt folglich zu einer Uberexpression. Als Kontrolle wurden daher MEF-wt Zellen fiir 33-wt
GFP transfiziert und auf Fn/Vn Substraten kultiviert. Die Experimente zeigen, dass sich
B3-Integrin in MEF-wt Zellen (17.3% Kolokalisation mit Fn) und in 3T3low Zellen (16.5%
Kolokalisation mit Fn) identisch verhalten (Abb. 3.6 c,d). Eine Uberexpression von B3-wt
scheint also die differenzielle Ligandenbindung nicht zu beeinflussen. Der Effekt scheint
zudem nicht zelltypspezifisch zu sein. Wird f3-wt GFP in MEF Vcl -/- Zellen exprimiert,
lokalisiert dieses Integrin fast ausschliefllich auf Vn wihrend die Kolokalisation mit Fn
lediglich bei 7.3 % liegt (Abb. 3.6 c¢,e). Ein Vinculin Knockout hat also den gleichen Effekt
auf die B3-Integrin vermittelte Ligandenbindung wie eine Blebbistatin Behandlung. Als
zusétzliche Kontrolle wurde ein Restitutionsexperiment durchgefiihrt. Es sollte iiberpriift
werden ob eine Vinculin Expression in MEF Vel -/- Zellen die Fn-Bindung wieder auf
Kontroll-Level erh6hen kann. Dafiir wurden MEF Vcl - /- Zellen fiir 33-wt GFP und Vinculin
mCherry transfiziert und auf Fn/Vn Substraten kultiviert. Die Re-Expression von Vinculin
bewirkt, dass B3-Integrin vermittelte Adhésionen nicht mehr ausschlieSlich auf Vn-Bereiche
beschréankt sind, sondern teilweise auch auf Fn lokalisieren (Abb. 3.6 f). Eine Quantifizierung
ergibt 17.2% Kolokalisation mit Fn und zeigt damit einen dhnlichen Wert wie die Kontrolle
(Abb. 3.6 ¢).

51



3 ERGEBNISSE

Die Blebbistatin und Vinculin Knockout Experimente lassen also vermuten, dass die Fn vs.
Vn Bindung von oVB3-Integrin durch Aktin/Myosin Kontraktilitat reguliert werden kann.
Eine Reduzierung mechanischer Kréfte fithrt zu erhohter Selektivitdt von aV3-Integrin fir

den Liganden Vn.
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Abbildung 3.6: Mechanische Krifte regulieren die differenzielle Ligandenbindung von
«V33-Integrin.

(a) 3T3low Zellen wurden mit f3-wt GFP (griin) transfiziert und fir zwei Stunden auf Fn/Vn
Substraten (Fn in blau) kultiviert. Myosin Aktivitdt wurde mit Blebbistatin (10 uM) inhibiert.
Aktin (rot) wurde immunhistochemisch angefdarbt. Die weifle, gestrichelte Linie kennzeichnet
den Zellumriss. MaBstab: Ubersicht 10 um, Vergréfierung 2 pm.

(b) Quantifizierung der Kolokalisation von 33-wt GFP mit Fn. Gezeigt ist die DMSO Kontrolle
und die Kondition, die mit 10 uM Blebbistatin behandelt wurde (a). Blebbistatin Behandlung
fihrt zu signifikant reduzierter Fn-Bindung von «V3-Integrin im Vergleich zur Kontrolle.
33-wt + DMSO: N=3, n=38; 33-wt + Blebb: N=3, n=40.

(¢) Quantifizierung der Kolokalisation von f3-wt GFP mit Fn fiir die jeweiligen Konditionen d-f.
Vinculin Knockout fiithrt wie Blebbistatin Behandlung zu signifikant reduzierter Fn-Bindung von
oV R3-Integrin. Eine Re-Expression von Vinculin erhéht die Kolokalisation mit Fn auf wt-Level.
MEF-wt: N=3, n=38; MEF Vel -/-: N=3, n=57; MEF Vcl -/- + Vcl mCherry: N=3, n=42.
(d) MEF-wt Zellen wurden mit $33-wt GFP (griin) transfiziert und fiir zwei Stunden auf Fn/Vn
Substraten (Fn in blau) kultiviert. Paxillin (rot) wurde immunhistochemisch angeférbt.

(e) MEF Vcl -/- Zellen wurden mit $3-wt GFP (griin) transfiziert und fiir zwei Stunden auf
Fn/Vn Substraten (Fn in blau) kultiviert. Paxillin (rot) wurde immunhistochemisch angeférbt.
(f) MEF Vcl - /- Zellen wurden mit $3-wt GFP (griin) und Vinculin mCherry (rot) transfiziert
und fiir zwei Stunden auf Fn/Vn Substraten (Fn in blau) kultiviert. Mafstab (d-f): Ubersicht
10 wm, VergroBerung 2 um. Die weifle, gestrichelte Linie kennzeichnet jeweils den Zellumriss.
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3.5.1 DENOVO INDUZIERTE INTEGRIN CLUSTER SIND NICHT MECHANISCH

AN AKTIN GEKOPPELT UND BINDEN AUSSCHLIESSLICH VITRONEKTIN

Der Effekt, dass eine Reduzierung der intrazelluldren Kontraktilitdt zu einer reduzierten Fn-
Bindung von «V 33-Integrin fiihrt, scheint sehr stabil zu sein. Dies zeigt sich in Experimenten
mit sogenannten deNovo induzierten Integrin Clustern. Diese Cluster wurden bereits in
der Literatur beschrieben [237]. Werden Zellen beispielsweise mit dem Integrin Aktivator
Mn?* behandelt entstehen zusitzlich zu peripheren Adhésionen punktférmige Integrin
Cluster im Zentrum der Zelle. Solche Cluster wurden auch beobachtet wenn 33-wt GFP
transfizierte 3T3low Zellen auf Fn/Vn Substraten in Anwesenheit von Mn?* kultiviert wurden.
Interessanterweise sind diese deNovo induzierten Integrin Cluster ausschlieflich auf dem
Ligand Vn lokalisiert (Abb. 3.7 a,b,c) und zeigen nur 5.1% Kolokalisation mit Fn (Abb. 3.7
d). Eine Charakterisierung dieser zentralen Integrin Cluster mithilfe immunhistochemischer
Farbung ergibt, dass sie nur Talin rekrutieren (Abb. 3.7 a) und weder Kontakt zu Vinculin
(Abb. 3.7 b) noch zu Aktin (Abb. 3.7 ¢) haben. Daher liegt die Vermutung nahe, dass
diese zentralen Cluster nicht mechanisch an das Aktin-Zytoskelett gekoppelt sind und somit
unter geringer Zugspannung stehen. Unter diesem Kraft Regime scheint ausschliefSlich Vn-
Bindung moglich zu sein aber keine Fn-Bindung. Der Effekt korreliert damit stark mit dem
Blebbistatin Experiment bzw. dem Vinculin Knockout Experiment.

Trotz dieser eindeutigen Lokalisation auf Vn ist es natiirlich méglich, dass deNovo induzierte
Integrin Cluster prinzipiell auf Fn entstehen kénnen. Auf Fn/Vn Substraten kénnte demnach
die unterschiedliche Bindungsaffinitdt (Fn vs. Vn) dafiir verantwortlich sein, dass diese
Cluster ausschliefllich auf Vn beobachtet wurden. Um dies zu Gberpriifen wurden 3T3low
Zellen mit 33-wt GFP transfiziert und auf homogen beschichteten Fn bzw. Vn Substraten
in Anwesenheit von Mn?* kultiviert (-FCS). Auf den Fn-Substraten ist, wie bereits in Abb.
3.1 beschrieben, ein erhdhtes GFP Signal von nicht-geclustertem (3-Integrin im Zellzentrum
zu erkennen. Mn?t-Aktivierung ist aber nicht in der Lage die Bildung von deNovo Integrin
Clustern auf Fn zu induzieren (Abb. 3.8 a). Auf homogen beschichtetem Vn dagegen sind
nach Mn?*-Behandlung zahlreiche punktférmige deNovo induzierte Integrin Cluster im
Zellzentrum zu erkennen (Abb. 3.8 b). Es scheint demnach als kénnen solche Cluster, die
nicht mechanisch an das Aktin Zytoskelett gekoppelt sind, nur auf Vn induziert werden aber

nicht auf Fn.
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Abbildung 3.7: Integrin Aktivierung induziert zentrale Integrin Cluster, die aus-
schliefl3lich Vn binden.

(a-c) 3T3low Zellen wurden mit f3-wt GFP (griin) transfiziert und fiir zwei Stunden auf Fn/Vn
Substraten (Fn in blau) kultiviert. 30 Minuten vor Fixierung wurde 1 mM MnCly in das
Kulturmedium gegeben. Aktivierung von Integrinen mit Mn?* fithrt zur Bildung von punktfor-
migen, deNovo induzierten Integrin Clustern im Zellzentrum. Diese Cluster sind ausschlieflich
auf Vn lokalisiert. Die immunhistochemische Farbung zeigt zudem (a) Talin (magenta) oder
(b) Vinculin (magenta) oder (¢) Aktin (magenta). DeNovo induzierte Integrin Cluster zeigen
nur Kolokalisation mit Talin aber nicht mit Vinculin oder Aktin. Mafstab: Ubersicht 10 pm,
Vergroflerungen 2 pm.

(d) Quantifizierung der Kolokalisation von zentralen 3-Integrin Clustern mit Fn. Es wurden
ausschlieflich zentrale, DeNovo induzierte Integrin Cluster analysiert, die nicht mit Paxillin
kolokalisieren, um diese Art von Adhésion von den peripheren Adhésionen abzugrenzen. Die
zentralen Integrin Cluster sind fast ausschlieBlich auf Vn lokalisiert. N=3, n=42

a B3-wt GFP/Aktin

Abbildung 3.8: DeNovo induzierte Integrin Cluster konnen nur auf Vn gebildet wer-
den und nicht auf Fn.

(a-b) 3T3low Zellen wurden mit f3-wt GFP (griin) transfiziert und fiir zwei Stunden auf
homogen beschichtetem Fn (a) bzw. Vn (b) ohne FCS im Medium kultiviert. Zur Induzierung
von zentralen DeNovo Integrin Clustern, wurde 30 Minuten vor Fixierung 1 mM MnCly in
das Kulturmedium gegeben. Aktin (blau) wurde immunhistochemisch visualisiert. DeNovo
induzierte Integrin Cluster kénnen ausschliellich auf dem Liganden Vn gebildet werden und
nicht auf Fn. Ubersicht 10 um, VergréSerungen 2 pm.
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3.6 MyYOSINIIA UBEREXPRESSION ERHOHT DIE LOKALISATION VON oV [33-
INTEGRIN AUF FIBRONEKTIN

Reduzierung der Kontraktilitdt fiihrt demnach zu einer starken Selektivitdt von oV [33-
Integrin fiir den Liganden Vn. Was passiert aber, wenn man die zelluldre Kontraktilitét
erhoht? Kann dadurch der gegenteilige Effekt, also eine erhéhte Fn-Bindung von oV [33-
Integrin erreicht werden?

Um dies zu tberpriifen wurde nach einer Moglichkeit gesucht die intrazellulare Kontraktilitat
und damit den lateralen Zug auf Integrine zu erhéhen. Eine Strategie war die Uberexpression
von o-actinin. Dieses Protein ist vor allem als Aktin Bindeprotein und fiir seine Funktion
als Quervernetzer von Aktin Filamenten bekannt [238-240]. a-actinin Rekrutierung in
Fokalkontakte korreliert zudem mit erhohter Kraftiibertragung von Zellen auf das unterlie-
gende Substrat [45]. Damit konnte a-actinin ein geeigneter Kandidat sein, um die zelluldre
Kontraktilitdt zu erhéhen. 3T3low Zellen wurden mit 33-wt GFP und «-actinin RFP trans-
fiziert und auf Fn/Vn Substraten kultiviert. Eine zusitzliche Aktin-Férbung war technisch
leider nicht méglich aber es sieht so aus als wiirde o-actinin vor allem an Aktin-Biindeln
lokalisieren. Auflerdem ist a-actinin mit den Enden von Zell-Matrix Adhésionen assoziiert
(Abb. 3.9 a). Quantifiziert man die Lokalisation von 33-wt auf den Proteinsubstraten wird
deutlich, dass kein Unterschied im Vergleich zur Kontrolle besteht. Die Kolokalisation mit
Fn liegt bei 17.2 % (Abb. 3.9 ¢). c-actinin Uberexpression hat also keinen Einfluss auf die
differenzielle Ligandenbindung von oV 33-Integrin. Ein zweiter Ansatz, um die zelluldre Kon-
traktilitit zu erhohen war eine Uberexpression von nicht-muskulirem MyosinITA (NMIIA).
Myosine sind aktingebundene Motorproteine. Vor allem die Isoform NMIITA besitzt wichtige
Funktion in der Generierung kontraktiler Krafte durch Quervernetzung und Kontraktion
von Aktinfilamenten [241, 242]. Daher wurde eine Doppeltransfektion mit f3-wt GFP und
NMITA-mCherry in 3T3low Zellen durchgefithrt. NMITA lokalisiert vor allem am Aktin
Zytoskelett, zeigt aber auch teilweise Kolokalisation mit 33-wt Integrin (Abb. 3.9 b). Eine
Quantifizierung der Lokalisation von B3-wt Integrin ergibt 25.1 % Kolokalisation mit Fn
(Abb. 3.9 ¢). Damit zeigt sich eine signifikant erh6hte Fn-Bindung im Vergleich zur Kontrolle.
Grund ist vermutlich eine erhéhte intrazelluldre Kontraktilitit durch NMIIA Uberexpression.
Zusammenfassend kann durch Aktin/Myosin Kontraktilitdt die Fn vs. Vn von oV 33-Integrin
reguliert werden. Reduzierung der Kontraktilitdt fiihrt zu starker Selektivitat fiir den Ligan-
den Vn. Eine Erhéhung zelluldrer Krafte erhoht die Promiskuitat von oV 33-Integrin und es

kann zusétzlich der Ligand Fn gebunden werden.
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a  B3-wt GFP/a-actinin/Fn/Vn b B3-wt GFP/NMIIA/Fn/Vn c
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Abbildung 3.9: Erh6hung zelluldrer Kontraktilitdt erhoht die Bindung von «V[33-
Integrin an Fn.

(a) 3T3low Zellen wurden in einer Doppeltransfektion mit 33-wt GFP (griin) und o-actinin
RFP (rot) transfiziert. Zellen wurden fiir zwei Stunden auf Fn/Vn Substraten (Fn in blau)
kultiviert. Die weifle, gestrichelte Linie kennzeichnet den Zellumriss. x-actinin lokalisiert als
Aktin-bindendes Protein am Aktin-Zytoskelett (nicht gefirbt) und zeigt auch teilweise Kolokali-
sation mit 3-wt-Integrin. Mafstab: Ubersicht 10 um, VergréSerung 2 pum.

(b) Zellen wurden in einer Doppeltransfektion mit 3-wt GFP (griin) und NMMITA mCherry
(rot) transfiziert und wie in (a) behandelt. NMITA zeigt vor allem Lokalisation zu Aktin-Fasern
(nicht gefirbt) und wird auch teilweise in 3-wt vermittelte Adhésionen rekrutiert. Mafistab:
Ubersicht 10 pm, VergréBerung 2 um.

(¢) Quantifizierung der Kolokalisation von f3-wt Integrin mit Fn fiir die jeweiligen Konditionen.
Zum Vergleich ist die wt-Kontrolle aus Abb. 3.3 erneut gezeigt. Uberexpression von a-actinin
hat keinen signifikanten Effekt auf die differenzielle Ligandenbindung von (3-Integrin. Die
Kolokalisation mit Fn liegt bei 17.2 %. Uberexpression von NMMIIA erhoht die Kolokalisation
von PB3-Integrin mit Fn auf 25.1 %. p3-wt + a-actinin: N=3, n=33; f3-wt + NMITA: N=3,
n=»s5

3.7 EIN KONSTITUTIVER SWING-OUT DER HYBRID-DOMANE ERHOHT DIE
LOKALISATION VON «V@33-INTEGRIN AUF FIBRONEKTIN

Zelluldre Kréifte regulieren also die differenzielle Ligandenbindung von oV 33-Integrin. Wie
ist aber der genaue Mechanismus hinter diesem Effekt? In der Literatur ist weitgehend
anerkannt, dass mechanische Kréifte einen Einfluss auf die Funktion Integrin-vermittelter
Adhésionen haben [89, 114, 243, 244]. Simulationen zeigen beispielsweise, dass Aktin/Myosin
Kontraktilitdt den Swing-out der Hybrid Doméne induziert und das Integrin dadurch in eine
maximal aktivierte Konformation bringt [151-153]. Es wére also moglich, dass mechanische
Kraft die Konformation von oV 3-Integrin reguliert und je nach Integrin Konformation

konnte die Ligandenbindung variieren.
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Um zu iiberpriifen ob die Konformation einen Einfluss auf die differenzielle Ligandenbindung
von «Vp3-Integrin hat, wurden Experimente mit $3-N305T (etablierte Integrin Mutation)
durchgefiihrt. Bei dieser Mutante entsteht durch Punktmutation ein Glykosylierungsmotiv
(NIT), wodurch ein Glykan Keil an Position N303 in der Integrin Struktur eingefiihrt wird.
In der Literatur ist weitgehend anerkannt, dass dieser Glykan Keil einen konstitutiven
Swing-out der Hybrid-Doméne induziert und somit das Integrin in die vollstandig aktivierte,
EO-Konformation bringt [237, 245]. Eine Konformationsdnderung in die geschlossene Konfor-
mation ist aufgrund der sterischen Hinderung durch den Glykan Keil vermutlich nicht mehr
moglich (Abb. 3.10 a). Auf Fn/Vn Substraten sind die peripheren Adhésionen dieser Mutante
sowohl auf Vn als auch auf Fn lokalisiert (Abb. 3.10 b, VergroBerung 1). Eine Quantifizierung
ergibt 27% Kolokalisation mit Fn und damit eine signifikante Erhohung im Vergleich zur
wt-Kontrolle (Abb. 3.10 ¢). Lebendzellmikroskopie mit $3-N305T GFP transfizierten Zellen
zeigt zudem, dass der Grof3teil aller initialen Adhésionen auf Vn entsteht. Dennoch kénnen
wenige Adhésionen auch auf Fn gebildet werden (durchschnittlich 13 Adhésionen pro Zelle;
Abb. 3.10 d,e). In der wt-Kontrolle konnte in keinem der unabhéngigen Experimente eine
Kontaktentstehung auf Fn beobachtet werden (s. Abb. 3.5 a). Zusammenfassend zeigt sich,
dass die mutationsbedingte Auslenkung der Hybrid Doméne in 33-N305T den gleichen
zelluldren Effekt hat wie Erhohung der Aktin/Myosin Kontraktilitdt. In beiden Féllen zeigt
sich eine erhchte Kolokalisation mit dem Liganden Fn.

Ein unerwarteter Effekt dieser Mutante zeigt sich im Zellzentrum. Durch die erhéhte Aktivie-
rung konnten erneut zentrale, deNovo induzierte Integrin Cluster beobachtet werden (Abb.
3.10 b, VergroBlerung 2). Diese lokalisieren aber ausschliefilich auf dem Liganden Vn. Eine
Erhéhung der Fn-Lokalisation scheint also nur in den maturierten, peripheren Adhésionen
der Fall zu sein. Zentrale deNovo Cluster von 33-N305T sind wie in Experimenten zuvor

ausschlieBlich auf Vn beschrénkt (s. Abb. 3.8).
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Abbildung 3.10: Ein Swing-out der Hybrid Doméne ist notwendig fiir eine Fn-Bindung
von «V[(33-Integrin.

(a) Schematische Darstellung der Integrin Mutante $33-N305T. Die Punktmutation fithrt zu einer
Glykosylierung an Position N303. In der Literatur ist anerkannt, dass der Glykan Keil einen
konstitutiven Swing-out der Hybrid Doméne induziert und das Integrin in die EO-Konformation
bringt. Konformationsinderung in die EC-Konformation durch beispielsweise reduzierte Kon-
traktilitdt ist vermutlich nicht mehr moglich. Der Glykan Keil zwischen der BA Doméne und
der Hybrid Doméne sorgt fiir sterische Interaktionen und verhindert ein Einklappen der Hybrid-
Domaéne.

(b) 3T3low Zellen wurden mit 33-N305T GFP (griin) transfiziert und fiir zwei Stunden auf
Fn/Vn Substraten (Fn in blau) kultiviert. Paxillin (rot) wurde immunhistochemisch angeférbt.
Die weifle, gestrichelte Linie kennzeichnet den Zellumriss. Vergrofierung 1 zeigt periphere Ad-
hisionen der Zelle, VergroBerung 2 zeigt zentrale Adhisionen. Mafstab: Ubersicht 10 pm,
Vergroflerungen 2 pm.

(¢) Quantifizierung der Kolokalisation mit Fn. Die konstitutive Auslenkung der Hybrid Doméne
in 33-N305T fiihrt zu erh6hter Kolokalisation mit Fn im Vergleich zur Kontrolle. N=4, n=66

(d) 3T3low Zellen wurden mit 33-N305T GFP (weiss) transfiziert und auf Fn/Vn Substraten
ausgesit. Mit SIM-Lebendzellmikroskopie wurde die Kontaktentstehung wahrend der Zellaus-
breitung beobachtet. Die gelben Pfeile verfolgen eine oV 3-vermittelte Adhésion, die auf Fn
entsteht und maturiert. Im MaBstab: Ubersicht 10 um, Vergréferungen 2 pm.

(e) Anzahl der $3-N305T Adhésionen, die auf Fn entstehen. Zum Vergleich ist die B3-wt
Kontrolle aus Abb. 3.4 e erneut gezeigt. $3-N305T ist in der Lage initiale Adhésionen auf Fn
zu bilden. (durchschnittlich 13 Adhésionen pro Zelle;). Ausgewertet wurden insgesamt 6 Zellen
aus 4 unabhéngigen Experimenten (N=4).
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3.7.1 OHNE MECHANISCHE KRAFT IST DIE KONFORMATIONSANDERUNG IN

f3-N305T NICHT AUSREICHEND FUR FIBRONEKTIN BINDUNG

Was konnte also den Unterschied in der Lokalisation zwischen peripheren bzw. zentralen
deNovo induzierten Clustern von (33-N305T ausmachen? Wie in Kapitel 3.5.1 gezeigt, sind
DeNovo induzierte Integrin Cluster im Gegensatz zu den peripheren Adhésionen nicht
bzw. nur unter sehr geringer Zugspannung. Ist der Glykan-Keil in 33-N305T also alleine
nicht ausreichend fiir eine erh6hte Fn-Lokalisation und wird zusétzlich mechanische Kraft
benotigt?

Um experimentell den Effekt der mutationsbedingten Konformationsdnderung ohne me-
chanische Krafteinwirkung zu untersuchen, wurden 33-N305T GFP transfizierte 3T3low
Zellen mit Blebbistatin behandelt. Im Gegensatz zu den vorherigen Experimenten wurden
mikroskopische Aufnahmen mit konventioneller Fluoreszenzmikroskopie erstellt (anstatt mit
SIM). Grund war ein Defekt des Elyra PS1 Prototyps. Damit die Ergebnisse vergleichbar
sind, wurden auch Kontrollen mit $3-wt sowie mit 33-N305T transfizierten Zellen wieder-
holt und mit konventioneller Fluoreszenzmikroskopie aufgenommen. Fiir beide Konditionen
wurde erneut die Kolokalisation der jeweiligen (33-Integrin Variante mit Fn ausgewertet
(Abb. 3.11 b). Sowohl fir $3-wt (21.8 % (konventionell) im Vergleich zu 16.5 %(SIM)) als
auch fiir 33-N305T (37.1 % (konventionell) im Vergleich zu 27 % (SIM)) war eine héhere
Kolokalisation mit Fn messbar. Der relative Unterschied zwischen beiden Konditionen ist
allerdings nicht beeinflusst. Damit zeigt sich, dass die Mikroskopie Methode keinen Einfluss
auf die Ergebnisse hat.

Analysiert man nun die peripheren Adhésionen von (33-N305T ist trotz Blebbistatin Be-
handlung ein teilweise maturierter Phénotyp der peripheren Adhésionen zu erkennen (Abb.
3.11 a). Es sind also nicht ausschlieBlich punktformige nascent adhesions zu beobachten,
wie es bei f3-wt transfizierten Zellen nach Blebbistatin Behandlung der Fall war (s. Abb.
3.6 a). Allerdings ist die Lokalisation von 33-N305T auf Fn in Abwesenheit kontraktiler
Kréafte stark reduziert. Eine Quantifizierung ergibt 7.4% Kolokalisation mit Fn (Abb. 3.11
b). Dies ist signifikant unterschiedlich zur unbehandelten 33-N305T Kontrolle. Damit zeigen
periphere Adhésionen der glykosylierten Mutante ohne mechanische Krafteinwirkung das
gleiche Lokalisationsmuster wie die zentralen deNovo induzierten Cluster. In beiden Fallen
kann eine starke Selektivitét fiir Vn beobachtet werden.

Die Ergebnisse lassen also vermuten, dass die mutationsbedingte Konformationsénderung
durch den Glykan Keil in 33-N305T nicht ausreichend fiir eine Fn-Bindung ist. Das Integrin
braucht zusétzlich Aktin/Myosin Kontraktilitdt, um Adhésionen auf dem Liganden Fn zu
bilden.
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Abbildung 3.11: 33-N305T-Integrin bendtigt mechanische Kraft fiir effektive Fn-
Bindung.

(a) 3T3low Zellen wurden mit $3-N305T GFP (griin) transfiziert und fiir zwei Stunden auf
Fn/Vn Substraten (Fn in blau) kultiviert. Die Aktin/Myosin Kontraktilitdt wurde durch Einsatz
des Myosin Inhibitors Blebbistatin (10 pM) reduziert. Paxillin (rot) wurde immunhistochemisch
visualisiert. Die gestrichelte Linie zeigt den Zellumriss. 33-vermittelte Adhésionen in der Zellpe-
ripherie zeigen trotz Blebbistatin Behandlung einen teilweise maturierten Phanotyp. Mafistab:
Ubersicht 10 pum, VergroBerungen 2 pm.

(b) Quantifizierung der Kolokalisation mit Fn fiir die angegebenen Konditionen. Alle Bilder
wurden mit konventioneller Fluoreszenzmikroskopie aufgenommen. Fiir vergleichbare Ergebnisse
wurden Experimente mit 33-wt (21.8 % Kolokalisation mit Fn) und $3-N305T wiederholt (37.1
% Kolokalisation mit Fn). Blebbistatin Behandlung fithrt zu stark reduzierter Kolokalisation
von (33-N305T mit dem Liganden Fn. Die Konformationsénderung durch den Glykan Keil an
Position N303 ohne mechanische Kraft ist nicht ausreichend fiir eine effektive Fn-Bindung.
B3-wt: N=3, n=40; 33-N305T: N=3, n=42; 33-N305T + Blebb: N=3, n=39.

3.7.2 DIE GLYKOSYLIERUNG IN 33-N305T FUHRT NICHT ZU MAXIMALER

AKTIVIERUNG

Die Beobachtungen mit 33-N305T Integrin in Abwesenheit kontraktiler Kréfte sind insofern
iiberraschend, da diese Mutante in der Literatur als vollstandig aktiviert beschrieben wurde.
Entsprechend der Hypothese dieser Arbeit sollte eine maximal aktivierte Konformation von
«V3 den Ligand Fn unabhéngig von mechanischen Kréften binden kénnen. Es stellt sich
also die interessante Frage nach der tatsidchlichen Konformation von 33-N305T Integrin:
Wird durch den Glykan Keil an Position N303 die maximale Aktivierung (EO-Konformation)
erreicht oder nicht?

Der Einfluss der Glykosylierung auf die Integrin Konformation wurde mit Molekulardynamik-
Simulationen genauer untersucht. Diese Simulationen wurden von Vasyl Mykuliak (Uni-
versitat Tampere, Finnland) durchgefiihrt. Dabei wurde die Kristallstruktur eines FnlIl;
gebundenen aVR3-Integrin (PDB: 4MMX {iberlagert mit PDB: 3ZE1) verwendet und mit
einer Glykosylierung an Position N303 modifiziert. Dieselbe Struktur ohne Glykosylierung
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diente als Kontrolle. Nach 100 ns Simulation ist die Auslenkung der Hybrid Doméne sowohl
in der glykosylierten Form (rot) als auch in der nicht-glykosylierten Kontrolle (blau) nahezu
gleich. Die Struktur zu Beginn der Simulation ist in grau dargestellt (Abb. 3.12 a). Eine
Quantifizierung iiber einen Zeitraum von 100 ns zeigt, dass in beiden Konditionen etwa
70°C Auslenkung der Hybrid Doméne erreicht werden, allerdings ist die Auslenkung in der
glykosylierten Form stabiler (Abb. 3.12 b). Die Simulationen wurden ohne den Einfluss
mechanischer Kraft durchgefiihrt und entsprechen daher dem Experiment mit reduzierter
Aktin/Myosin Kontraktilitdt (s Abb. 3.11 a). Die simulierte Konformation des glykosy-
lierten Integrins wurde zudem mit zwei publizierten Konformationen der finalen Integrin
Aktivierung verglichen wie sie von Zhu und Kollegen fiir aIIbf3-Integrin vorgeschlagen
wurden (PDB: 3ZE2 bzw. 3FCU) [129, 153]. Fiir beide vollstandig aktivierten Integrin
Konformationen (Abb. 3.12 ¢, “komplett aktiviert 1¢ und “komplett aktiviert 2*) ist der
Auslenkungswinkel der Hybrid Doméne grofier als fiir die glykosylierte Form.

Zusammenfassend kann die Glykosylierung an Position N303 das Integrin nicht in eine
vollstdndig aktivierte Konformation bringen. Eine maximale Auslenkung der Hybrid Doméne
wie sie fiir die finale Aktivierung vorgeschlagen wurde, wird nicht erreicht. Es scheint als sei

fiir eine maximale Aktivierung dieser Mutante zusétzlich mechanische Kraft erforderlich.

b — 3wt c Bw komplett aktiviert 1

90- — 83:glykosylier1 B3-glykosyliert komplett aktiviert 2

0 20 40 60 80 100
Zeit [ns]

Abbildung 3.12: 33-N305T-Integrin ist nicht in der maximal aktivierten Konforma-
tion.

(a) Uberlagerung der Startstruktur von oVp3-Integrin (grau), der Startstruktur nach 100 ns
Molekulardynamik-Simulation (blau) und der glykosylierten Struktur an Position N303 nach
100 ns MD Simulation (rot). Die Linien in cyan kennzeichnen die einzelnen Positionen fiir die
Messungen der Auslenkung der Hybrid Doméne relativ zur f3A-Doméne (y-Winkel).

(b) Auslenkung der Hybrid Doméne relativ zur B3A-Doméne iiber einen Zeitraum von 100 ns
MD Simulation. Gezeigt ist die Fluktuation des v-Winkels. Sowohl 33-wt als auch die glykosy-
lierte Variante erreichen den gleichen Auslenkungswinkel. Die Auslenkung fiir die glykosylierte
Form ist stabiler.

(¢) Vergleich der Strukturen wie in (a) beschrieben mit zwei publizierten Strukturen von
aVB3-Integrin in der EO-Konformation (komplett aktiviert 1 und 2). Fiir die beiden komplett
aktivierten Strukturen wurde fiir ein Fnllljg-gebundenes o«V3-Integrin (PDB: 4MMX) eine
Auslenkung der Hybrid Doméne nach PDB: 3ZE2 (griin) oder PDB: 3FCU (orange) eingerichtet.
In beiden komplett aktivierten Integrin Strukturen ist die Auslenkung der Hybrid-Doméne
grofer als fir die glykosylierte Form.
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3.8 INTEGRIN INAKTIVIERUNG DURCH CA2?T REDUZIERT DIE LOKALISATION
VON «V[33-INTEGRIN AUF FIBRONEKTIN

Die bisherigen Daten zeigen, dass eine getffnete Konformation ($3-N305T + mechanische
Kraft) die Promiskuitiat von aVB3-Integrin erhoht: neben Vn kann auch Fn gebunden
werden. Im Gegensatz dazu konnte aV[{33-Integrin in Abwesenheit mechanischer Kréifte
nur Vn binden. Dies kénnte im Umkehrschluss bedeuten, dass das Integrin ohne Einfluss
von Kontraktilitdt in einer geschlossenen Konformation vorliegt und in dieser Form nur Vn
binden kann.

Ein erstes Indiz fiir diese Uberlegung stammt aus Experimenten mit Ca?t Titration. Ca?t ist
bekannt als Integrin Inaktivator und es wird vermutet, dass eine hohe Ca?*T Konzentration
Integrine in der inaktiven, geschlossenen Konformation stabilisiert [133, 177, 246]. Es wurden
verschiedene Konzentrationen getestet und final wurde 1 mM Ca?* eingesetzt. Auf Fn/Vn
Substraten zeigt sich ein deutlicher Effekt nach Behandlung von $3-wt GFP transfizierten
Zellen mit Ca?*: Die peripheren Adhisionen erscheinen kleiner und weniger maturiert als in
der Kontrolle. Zudem ist 33-Integrin stark auf die Vn Bereiche beschrinkt (Abb. 3.13 a).
Die Kolokalisation mit Fn betragt 9.3 % und ist damit im Vergleich zur Kontrolle signifikant
reduziert (Abb. 3.13 b).

a B3-wt GFP/Pxn/Fn/Vn b
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Abbildung 3.13: Integrin Inaktivierung mit Ca2t reduziert Fn-Bindung von «V[3-
Integrin.

(a) 3T3low Zellen wurden mit f3-wt GFP (griin) transfiziert und fiir zwei Stunden auf Fn/Vn
Substraten (Fn in blau) kultiviert. Zur Inaktivierung von oVp3-Integrin wurde 30 Minuten vor
Fixierung 1 mM Ca?* in das Kulturmedium gegeben. Paxillin (rot) wurde immunhistochemisch
visualisiert. Die gestrichelte Linie zeigt den Zellumriss. MaBstab: Ubersicht 10 um, VergréSerun-
gen 2 pm.

(b) Quantifizierung der Kolokalisation von B3-wt mit Fn. Zum Vergleich wurde die wt-Kontrolle
aus Abb. 3.3 erneut dargestellt. Inaktivierung von «V3-Integrin mit Calcium fithrt zu stark
reduzierter Kolokalisation mit Fn. N=3; n=38
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3.9 EINE DISULFIDBRUCKE ZWISCHEN DER 3A-DOMANE UND DER HYBRID-
DOMANE HALT «V{33-INTEGRIN IN DER GESCHLOSSENEN KONFORMA-

TION

Ca?* Titration ist allerdings nur ein indirekter Beweis, dass die inaktive, geschlossene
Konformation von oV @3-Integrin ausschliellich Vn bindet. Uber die tatsichliche Konfor-
mation der Integrin Population nach Ca?T-Behandlung lisst sich in diesem Assay keine
Aussage treffen. Die Arbeitsgruppe von Bernhard Wehrle-Haller (Universitdt Genf) hat
daher eine neue Integrin Mutation etabliert, die «V[33-Integrin in der geschlossenen Kon-
formation (EC) blockiert. Grundlage sind zwei Punktmutationen an Position V80 in der
BA-Doméne und D241 in der Hybrid Doméne. Beide Aminosduren wurden zu Cysteinen
mutiert (V80C/D241C). Dadurch wird eine Disulfidbriicke zwischen der 3 A-Doméne und
der Hybrid-Doméne erzeugt, die eine Auslenkung der Hybrid-Doméne verhindert.

Abbildung 3.14 (a) zeigt Strukturanalysen basierend auf publizierten Kristallstrukturen von
aVR3-Integrin (PDB: 4MMX). Die Strukturanalysen wurden von Vasyl Mykuliak (Univer-
sitat Tampere) durchgefithrt. Dargestellt von links nach rechts ist die Struktur der neuen
Mutante ($3-V80C/D241C), die Wildtyp Struktur in der EC-Konformation (mitte) und
oV A3-Integrin in der EO-Konformation. Fiir alle drei Strukturen ist jeweils der 3-Propeller
(grau), die A-Doméne (cyan) und die Hybrid-Doméne (blau) gezeigt. Die Distanz zwischen
den Ca Atomen der Aminoséduren V80 und D241 in der EC-Konformation der Wildtyp
Struktur (mitte) betrigt 6.3 A. Wechselt das Integrin in seine EOQ-Konformation erhoht
sich die Distanz zwischen V80 und D241 etwa um das Dreifache auf 19.4 A (rechts). Diese
Auslenkung soll durch das Einfiigen einer Disulfidbriicke zwischen den Aminoséduren V80
und D241 verhindert werden. Die Strukturanalysen fiir die Mutation zeigen, dass eine
Disulfidbriicke zwischen den mutierten Aminosduren V80C und D241C die Distanz im
Vergleich zur EC-Konformation des Wildtyps nicht versndert (ebenfalls 6.3 A (links)). Die
Mutation fithrt demnach zu keiner Verzerrung von oV[33-Integrin und soll das Integrin
in der EC-Konformation blockieren. Schematisch ist der Effekt von 33-V80C/D241C im
Vergleich zu 33-wt in Abbildung 3.14 (b,c) dargestellt. Das Wildtyp-Integrin kann durch
verschiedene Strategien der Integrin Aktivierung (z.B. Erhohung kontraktiler Kréfte) von
der EC-Konformation in die EO-Konformation oder dazwischenliegende intermediédre For-
men wechseln. Dabei verdndert sich der Auslenkungswinkel der Hybrid-Doméne. Dieser
Prozess ist reversibel (Abb. 3.13 b). Die Disulfidbriicke in der Mutante 33-V80C/D241C
verhindert eine Auslenkung der Hybrid-Doméne. Das Integrin befindet sich vermutlich in

einem konstitutiv geschlossenen Zustand und kann nicht mehr aktiviert werden (Abb. 3.14

c).
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Abbildung 3.14: «V[f33-Integrin kann durch eine Disulfidbriicke in der EC-
Konformation blockiert werden.

(a) Strukturelle Analyse der Distanz zwischen den Aminoséduren an Position V80 und D241
in der Struktur von oVp3-Integrin. Gezeigt sind die EC-Konformation mit zusétzlicher
V80C/D241C Disulfidbriicke (links), die EC-Konformation des Wildtyp-Integrins (mitte) und
die EO-Konformation (rechts). Die Distanz zwischen den beiden Aminoséuren an Position 80
und 241 betriigt sowohl fiir 3-V80C/D241C als auch fiir das B3-wt 6.3 A. Die Punktmutationen
bewirken keine Verdnderung der Integrin Struktur. In der EO-Konformation erhéht sich die
Distanz auf 19.4 A.

(b,c) Schematische Darstellung der Konformation von $3-V80C/D241C (c) im Vergleich zu
B3-wt (b). Das $3-Integrin im Wildtyp Zustand zeigt je nach Aktivierungsstatus verschiedene
Konformationen mit verschiedenen Positionen der Hybrid Doméne relativ zur A Doméne (b).
Erhéhung der Kontraktilitdt ist beispielsweise ein Faktor, der den Aktivierungszustand von
Integrinen verandert. Mogliche Konformationsénderungen und die entsprechenden Auslenkungs-
winkel der Hybrid Doméne sind graphisch dargestellt. Die Disulfidbriicke in 33-V80C/D241C
verhindert eine Auslenkung der Hybrid Doméne (c). Das Integrin kann vermutlich nicht mehr
aktiviert werden und befindet sich auch in Anwesenheit zelluldrer Kontraktilitdt in einem
geschlossen Zustand.
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3.10 aVPB3-INTEGRIN IN DER EC-KONFORMATION BINDET AUSSCHLIESS-

LICH AN VITRONEKTIN ABER NICHT AN FIBRONEKTIN

Strukturelle Analysen zeigen also, dass sich 33-V80C/D241C vermutlich in der geschlossenen
Konformation befindet. Verdndert sich dadurch auch die differenzielle Ligandenbindung von
oV B3-Integrin? Und kann in dieser geschlossenen Konformation {iberhaupt noch ein Ligand
gebunden werden?

3T3low Zellen wurden mit $33-V80C/D241C GFP transfiziert und zunéchst auf homogen
beschichtetem Fn bzw. homogen beschichtetem Vn ausgesit. Zusétzlich wurde Paxillin (rot)
als Marker fiir funktionelle Adhésionen visualisiert. Auf homogen beschichtetem Fn zeigt
die Zelle einen ausgebreiteten Phidnotyp mit Paxillin-vermittelten Adhésionen in der Zellpe-
ripherie. Allerdings ist 33-V80C/D241C nicht in diesen peripheren Adhésionen lokalisiert
und zeigt stattdessen ein starkes Signal um den Zellkern und im Zytoplasma (Abb. 3.15
a). f3-V80C/D241C kann auf Fn also nicht in periphere Kontakte rekrutiert werden. Eine
Auswertung der Fléche von (33-vermittelten Adhésionen war daher nicht moglich (Abb.
3.15 ¢). Fir die Kontrolle mit f3-wt Integrin auf dem Liganden Fn war eine Auswertung
moglich. Quantifiziert wurde die Fléache aller 33-vermittelten Adhésionen in Relation zur
Gesamtflache der Zelle (1.5 % (3-Adhésionsflache).

Auf homogen beschichtetem Vn dagegen ist eine deutliche Kolokalisation von 33-V80C/D241C
mit Paxillin in peripheren Adhésionen zu erkennen. 33-V80C/D241C kann also eine Li-
gandenbindung mit Vn eingehen. Allerdings zeigt sich auch auf Vn ein starkes Signal von
nicht-geclustertem 3-V80C/D241C um den Zellkern und im Zytoplasma. Dies ist untypisch
fiir den Liganden Vn und wurde bisher nur auf Fn beobachtet (s. Abb. 3.1 a,d). Quantifiziert
man die Fliache f3-vermittelter Adhésionen relativ zur Zellfliche ergibt sich auf Vn fiir die
wt-Kontrolle eine Adhésionsfliche von 3.4 % und fiir 33-V80C/D241C eine Flidche von 1.6
%. Es zeigt sich also eine klare Adhésionsbildung auf Vn aber im Vergleich zur Kontrolle ist

die Fliche 33-V80C/D241C-vermittelter Adhésionen um etwa die Hélfte reduziert.
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Abbildung 3.15: «V3-Integrin in der EC-Konformation bindet Vn aber nicht Fn.
(a,b) 3T3low Zellen wurden fiir 33-V80C/D241C GFP transfiziert und auf homogen beschichte-
tem Fn (a) bzw. Vn (b) kultiviert. Paxillin (rot) und Aktin (blau) wurden immunhistochemisch
visualisiert. 33-V80C/D241C Integrin, das in der EC-Konformation blockiert ist, kann nur auf
Vn in periphere Adhésionen rekrutiert werden. Auf Fn ist keine Adhé&sionsbildung moglich.

(c) Auswertung der Adhésionsbildung von $3-V80C/D241C auf homogen beschichtetem Fn bzw.
Vn. Quantifiziert wurde die Flidche B3-vermittelter Adhéisionen in Relation zur Zellfliche. Das
Flachenverhéltnis gibt Informationen {iber die Rekrutierung von «V(33-Integrin in periphere
Adhésionen. Experimente mit $33-wt Integrin dienen als Kontrolle. Auf Fn war keine Auswertung
33-V80C/D241C vermittelter Adhésionen moglich. Die Mutante wurde nicht in Adhésionen
rekrutiert. Auf Vn ist die Adhésionsfliche von $3-V80C/D241C (1.6 %) im Vergleich zur
wt-Kontrolle (3.4 %) um etwa die Hélfte reduziert. 3-wt (Fn): N=3, n=38; 33-wt (Vn): N=3,
n=47; p3-V80C/D241C: N=3, n=30 (N/A); B3-V80C/D241C (Vn): N=3, n=28.

3.10.1 B3-V80C/D241C zEIGT NACH MN?* AKTIVIERUNG VERSTARKTE
REKRUTIERUNG AUF VITRONEKTIN ABER NICHT AUF FIBRONEKTIN

Auf homogen beschichtetem Substrat bindet 33-V80C/D241C also ausschliefilich an den
Liganden Vn. Wie verhélt sich dieses Integrin aber auf den differenziellen Proteinsubstraten,
wenn Vn und Fn gleichzeitig présentiert werden?

Dafiir wurden 3T3low Zellen fiir 33-V80C/D241C GFP transfiziert und fiir zwei Stunden
auf den Fn/Vn Substraten kultiviert. Wie auf homogen beschichtetem Substrat zeigen die
Zellen einen grofien Anteil an nicht-geclustertem Integrin im Zellzentrum und Zytoplasma.
In der Zellperipherie ist eine schwache Lokalisation von $3-V80C/D241C in den Paxillin-
positiven Adhésionen zu erkennen (Abb. 3.16 a). Eine quantitative Analyse war aufgrund
des deutlichen Hintergrundsignals und der schwachen Rekrutierung leider nicht méglich. Es
scheint aber, dass 33-V80C/D241C nur auf den Vn-Bereichen in die Kontakte rekrutiert

werden kann. Die Differenzierung zwischen Hintergrund und Integrin-vermittelter Adhésion
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war in diesem Experiment aber nicht einfach. Ein kritischer Betrachter kénnte argumen-
tieren, dass auch auf den Fn-Bereichen ein Signal von (33-V80C/D241C GFP detektierbar
ist. Die Intensitéit dieses Signals zeigt allerdings Hintergrundlevel wéahrend die Intensitét
auf Vn-Bereichen im Vergleich zum Hintergrund deutlich erhéht ist. Ohne Quantifizierung
ergibt sich aber lediglich eine optisch Tendenz, dass 33-V80C/D241C ausschliefilich auf dem
Liganden Vn lokalisiert ist.

Es wurde also nach einer Losung gesucht diesen Effekt zu verdeutlichen. In allen Expe-
rimenten dieser Arbeit zeigte Mn?T Aktivierung eine erhohte Integrin Rekrutierung in
periphere Adhésionen. Die Bindung von aVB3-Integrin an Fn vs. Vn wurde durch Mn?*
aber nie verdndert. Um zu tiberpriifen ob dies auch fir die EC-Mutante zutrifft, wurden
B3-V80C/D241C GFP transfizierte Zellen in Anwesenheit von Mn?* zunichst auf homogen
beschichtetem Fn bzw. Vn ausgesit. Auf dem Liganden Vn zeigt sich nach Mn?* Aktivierung
ein klarer Unterschied zur unbehandelten Kontrolle. Die Rekrutierung von 33-V80C/D241C
in periphere Kontakte ist deutlich verstarkt und auch das Hintergrundsignal ist klar redu-
ziert (Abb. 3.16 d). Damit erhoht sich der Anteil der f3-Adhésionsfliche von der gesamten
Zellfliche um mehr als das Dreifache auf 5.7 % (Abb. 3.16 f). Im Gegensatz dazu zeigt sich
auf homogen beschichtetem Fn nach Mn?* Aktivierung kein Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle. 33-V80C/D241C kann erneut nicht in Paxillin-positive Kontakte der Zellperiphe-
rie rekrutiert werden. Stattdessen ist ein starkes Signal um den Zellkern und im Zytoplasma
erkennbar (Abb. 3.16 d). Eine Quantifizierung der Adhésionsfliche von (33-Integrin war
erneut nicht moglich. Mn?*+ Aktivierung hat also nur auf Vn einen Effekt und verstirkt die
Rekrutierung von $3-V80C/D241C in periphere Adhésionen. Eine Fn-Bindung war ohne
Mn?* nicht méglich und wurde auch durch Mn?* Behandlung nicht beeinflusst.

Werden nun 33-V80C/D241C GFP transfizierte Zellen auf Fn/Vn Substraten mit Mn?"
behandelt, zeigt sich ein sehr dhnlicher Effekt. Im Vergleich zur Kondition ohne Mn?*
Aktivierung (Abb. 3.16 a) ist die Rekrutierung von (33-V80C/D241C in periphere Adhé-
sionen klar verstirkt wiahrend der Anteil an nicht-geclustertem Integrin im Zytoplasma
reduziert ist (Abb. 3.16 b). Eine quantitative Auswertung war nun ohne Probleme moglich
und zeigt eine stark bevorzugte Lokalisation von $3-V80C/D241C auf dem Liganden Vn.
Die Kolokalisation mit Fn liegt lediglich bei 8.3 % und ist signifikant reduziert im Vergleich
zum Wildtyp-Integrin (Abb. 3.16 ¢). Damit zeigt die EC-Mutation eine dhnliche Fn-Bindung
wie aVB3-Integrin nach Inhibierung der Aktin/Myosin Kontraktilitét (s. Abb. 3.6 a,b).
Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass aV3-Integrin in der EC-Konformation eine

Ligandenbindung eingehen kann. Es wird aber ausschliellich Vn gebunden und nicht Fn.
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Abbildung 3.16: «Vp3-Integrin in der EC-Konformation bindet nach Mn2t Aktivie-
rung ausschliefllich an Vn aber nicht an Fn.

(a) 3T3low Zellen wurden fiir 33-V80C,/D241C GFP (griin) transfiziert und auf Fn/Vn Substraten
(Fn in blau) kultiviert. Paxillin (rot) als Marker fiir Fokalkontakte wurde immunhistochemisch
visualisiert. 33-V80C/D241C Integrin zeigt die Tendenz Adhésionen ausschliefllich auf Vn
Bereichen zu bilden. Eine quantitative Auswertung war aufgrund des starken Hintergrundsignals
und der schwachen Rekrutierung von (33-V80C/D241C in periphere Kontakte nicht moglich.
Die gestrichelte Linie zeigt den Zellumriss. MafBstab: Ubersicht 10 pwm, VergréBerungen 2 um.
(b) Zellen wurden wie in (a) behandelt. Zur Aktivierung von Integrinen wurde 30 Minuten
vor Fixierung 1mM Mn?T ins Medium gegeben. Mn?* Aktivierung fithrt zu einem reduzierten
Signal von 33-V80C/D241C im Zytoplasma und zu einer verstarkten Rekrutierung in periphere
Adhésionen. Die Lokalisation von 33-V80C/D241C beschrénkt sich auf die Vn Bereiche wéhrend
Fn-Bereiche klar vermieden werden.

(c) Quantifizierung der Kolokalisation von B3-V80C/D241C + Mn?T mit dem Liganden Fn.
Die Kolokalisation betrdagt 8.3 % und ist signifikant reduziert im Vergleich zu p3-wt. B3-
V80C/D241C + Mn?t: N=3, n=28.

(d,e) 3T3low Zellen wurden fiir $3-V80C/D241C GFP transfiziert und auf homogen beschichte-
tem Vn (d) bzw. Fn (e) kultiviert. 30 Minuten vor Fixierung wurde 1 mM Mn?* zugegeben.
Paxillin (rot) und Aktin (blau) wurden immunhistochemisch visualisiert. Mn?+-Aktivierung
verstirkt die Clusterbildung von 33-V80C/D241C auf dem Liganden Vn. Auf Fn dagegen ist
auch nach Mn?* Aktivierung erneut keine Adhésionsbildung moglich. MaBstab: Ubersicht 10
pum, Vergroferungen 2 pm.
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(f) Auswertung der Adhésionsbildung von 33-V80C/D241C auf homogen beschichtetem Fn bzw.
Vn. Quantifiziert wurde der prozentuale Anteil der (33-Adhésionsfliche von der Gesamtzellfldche.
Auf Fn war keine Rekrutierung von $3-V80C/D241C in periphere Kontakte erkennbar und
demnach keine Auswertung méglich. Auf Vn erhoht Mn?t Aktivierung die 33-Adhésionsfliche
um etwa das Dreifache auf 5.7 %. Zum Vergleich sind die Werte fiir 33-V80C/D241C ohne Mn?*
(Abb. 3.15) erneut dargestellt. 3-V80C/D241C + Mn?*t (Fn): N=3, n=30; 33-V80C/D241C +
Mn?* (Vn): N=3, n=36.

3.11 DAS AUFBRECHEN VON DISULFIDBRUCKEN ERMOGLICHT DIE BINDUNG
VON (33-V80C/D241C AN FIBRONEKTIN

B3-V80C/D241C, das in der EC-Konformation blockiert ist, zeigt also hohe Selektivitét
fiir Vn. Der Ligand Fn wird in dieser Konformation nicht gebunden. Die Disulfidbriicke in
B3-V80C/D241C verhindert eine Auslenkung der Hybrid-Doméne und damit einen Wechsel
in eine aktivierte Konformation. Dieser Wechsel ist gemafl der Hypothese dieser Arbeit
notwendig fiir eine Fn-Bindung. Damit stellt sich die interessante Frage ob durch Aufbre-
chen der Disulfidbriicke in 33-V80C/D241C wieder eine Fn-Bindung vergleichbar zu (33-wt
erreicht werden kann.

Disulfidbriicken zwischen Cystein Resten kénnen durch Reduktionsmittel wie beispielsweise
Dithiothreitol (DTT) aufgebrochen werden. DTT gilt in der Literatur zudem als effektiver Ak-
tivator von Integrinen, indem es zugéangliche Disulfidbriicken in der Integrinstruktur reduziert
[184, 186, 187]. Das Reduktionsmittel wurde 20 Minuten vor dem Fixierungsschritt (1mM
bzw. 10 mM) zu 33-V80C/D241C-transfizierten 3T3low Zellen gegeben. Der Effekt von DTT
wurde zundchst auf homogen beschichteten Substraten getestet. Auf homogen beschichtetem
Vn zeigt sich nach einer Behandlung mit 1 mM DTT eine deutlich erhohte Rekrutierung von
f3-V80C/D241C-Integrin in periphere Kontakte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
Zum einen werden mehr Adhésionen gebildet (5.1 % von der Gesamtflache), zum anderen
scheint die Intensitdt von 33-V80C/D241C GFP in den Adhésionen starker zu sein (Abb.
3.17 a,c). Gleichzeitig ist das Signal von nicht-geclustertem Integrin im Zellzentrum reduziert.
DTT Behandlung zeigt auf homogenem Vn also einen identischen Effekt wie Mn?*. Dieser
Effekt ist konzentrationsabhéngig. Erhoht man die Konzentration von DTT auf 10 mM
zeigen die Zellen ungewohnlich lange 33-V80C/D241C-vermittelte Adhésionen in der Zellperi-
pherie. Der Anteil der Adhésionsfliche von der Gesamtflache steigt auf 9.4 % (Abb. 3.17 b,c).
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Abbildung 3.17: $3-V80C/D241C kann nach dem Aufbrechen von Disulfidbriicken
eine Fn-Bindung eingehen.

(a-b) 3T3low Zellen wurden fiir $3-V80C/D241C GFP transfiziert und auf homogen beschich-
tetem Vn kultiviert. Zellen wurden 20 Minuten vor Fixierung mit 1 mM DTT bzw. 10 mM
DTT behandelt. Paxillin (rot) und Aktin (blau) wurden immunhistochemisch visualisiert.
DTT-Behandlung verstarkt die Bildung 3-V80C/D241C-vermittelter Adhédsionen auf homo-
gen beschichtetem Vn. Dieser Effekt ist konzentrationsabhingig. Mafistab: Ubersicht 10 um,
Vergroflerungen 2 pm.

(c) Auswertung der Adhésionsbildung von $33-V80C/D241C auf Vn. Quantifiziert wurde der
prozentuale Anteil der Adhisionsfliche von der Gesamtzellfliche. Fiir eine bessere Ubersicht ist
die unbehandelte Kontrolle aus Abb. 3.15 und die Mn?*-behandelte Kondition aus Abb. 3.16
erneut gezeigt. Durch DTT-Behandlung erhoht sich der Anteil der Adhésionsflache von der
Gesamtzellfliche auf 5.1 % (1 mM DTT) bzw. 9.4 % (10 mM DTT). $3-V80C/D241C + 1mM
DTT: N=3, n=32; $3-V80C/D241C + 1mM DTT: N=3, n=32.

(d-e) Zellen wurden wie in (a-b) behandelt und auf homogen beschichtetem Fn kultiviert. DTT
Behandlung induziert eine Fn-Bindung von (33-V80C/D241C. Der Effekt ist konzentrationsab-
héngig. Mafstab: Ubersicht 10 pm, VergréBerungen 2 pm.

(f) Quantifizierung wie in (c). 3-V80C/D241C kann nach DTT Behandlung den Ligand Fn bin-
den. Der prozentuale Anteil der Adhésionsfliche von der Gesamtzellfliche betragt 2.1 % (1 mM
DTT) bzw. 5.4 % (10 mM DTT). 33-V80C/D241C + 1mM DTT: N=3, n=37; 33-V80C/D241C
+ 1mM DTT: N=3, n=35.
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Werden Zellen auf homogen beschichtetem Fn mit 1 mM DTT behandelt kann 33-V80C,/D241C
plotzlich in periphere Adhésionen rekrutiert werden (Abb. 3.17 d,e). Dies war ohne DTT-
Behandlung nicht zu beobachten (s. Abb. 3.15 a,c). Die Rekrutierung in periphere Adhésionen
ist allerdings schwach und es zeigt sich ein starkes Signal von nicht-geclustertem Integrin
im Zentrum der Zelle (Abb. 3.17 d). Der Anteil der Adhésionsflache von der Gesamtfléche
liegt bei 2.1 % (Abb. 3.17 f). Damit zeigt $3-V80C/D241C nach DTT Behandlung einen
ahnlichen Phénotyp und eine dhnliche Adhésionsfliche wie f3-wt (1.8 %) auf homogen
beschichtetem Fn. Eine Erhohung der DTT-Konzentration auf 10 mM verstéirkt diesen Effekt
weiter. 33-V80C/D241C bildet bei dieser Konzentration ungewo6hnlich lange Adhésionen
in der Zellperipherie wahrend das Signal von nicht-geclustertem Integrin im Zytoplasma
reduziert ist. Der Anteil der Adhésionsflache von der Gesamtflache erhoht sich zudem auf

5.4 % (Abb. 3.17 ¢).

Die Daten auf homogen beschichteten Substraten zeigen, dass eine DTT-Konzentration von 1
mM ausreichend ist, um eine Fn-Bindung von (33-V80C/D241C zu induzieren. Bei dieser Kon-
zentration verhélt sich $3-V80C/D241C nahezu wie 33-wt Integrin. Fiir die Experimente auf
Fn/Vn Substraten wurde daher mit einer Konzentration von 1 mM DTT gearbeitet. Erneut
wurde DTT erst 20 Minuten vor dem Fixierungsschritt zu 33-V80C/D241C-transfizierten
Zellen gegeben. Die Daten zeigen deutlich, dass $3-V80C/D241C nach DTT Behandlung
nicht mehr ausschliefSlich auf Vn beschrinkt ist. Es findet auch teilweise Rekrutierung in
periphere Adhésionen auf Fn statt (15.8 %). Vn bleibt dennoch der klar bevorzugte Ligand
(Abb. 3.18 b,c). Durch Aufbrechen von Disulfidbriicken kann die Lokalisation der Mutante
auf Fn im Vergleich zur unbehandelten Kondition bzw. der Mn?*-behandelten Kondition
also klar erhoht werden. Eine Fn-Bindung wie sie bei 33-wt Integrin beobachtet wurde, wird
allerdings nicht erreicht (Abb. 3.18 ¢). Um zu tberprifen ob DTT generell eine erhohte
Fn-Bindung in diesem Assay erlaubt, wurden (33-wt-transfizierte Zellen mit 1 mM DTT
behandelt. Die Quantifizierung zeigt fiir diese Kondition keine erhohte Lokalisation auf Fn
(21.8 %) im Vergleich zur unbehandelten f3-wt Kontrolle. Die erhohte Lokalisation auf Fn
nach DTT-Behandlung scheint also spezifisch fiir 33-V80C/D241C zu sein.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass $3-V80C/D241C Integrin nach DTT-Behandlung
wieder eine Fn-Bindung eingehen kann. Vn bleibt dennoch der klar bevorzugte Ligand.
Vermutlich wird durch DTT die stabilisierende Disulfidbriicke zwischen V80C und D241C

aufgebrochen, die das Integrin in der EC-Konformation blockiert.
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Abbildung 3.18: Das Aufbrechen von Disulfidbriicken erhoht die Lokalisation von
3-V80C/D241C auf Fn.

(a) 3T3low Zellen wurden fiir 33-wt GFP transfiziert und auf Fn/Vn Substraten (Fn in blau)
kultiviert. Zellen wurden 20 Minuten vor Fixierung mit 1 mM DTT behandelt. Zusétzlich wurde
Paxillin (rot) immunhistochemisch visualisiert. Mafistab: Ubersicht 10 pm, Vergréferungen 2
pm.

(b) B3-V80C/D241C-transfizierte 3T3low Zellen wurden wie in (a) behandelt und auf Fn/Vn
Substraten (Fn in blau) kultiviert. (¢) Quantifizierung der Kolokalisation von (33-Integrin mit
Fn. Fir einen besseren Vergleich wurde die Kontrolle mit $3-wt Integrin aus Abb. 3.11 und
die Kondition mit $3-V80C/D241C + Mn?* (Abb. 3.16) erneut dargestellt. B3-wt Integrin
zeigt nach DTT Behandlung keinen Unterschied zur unbehandelten 33-wt Kontrolle. Die
Kolokalisation mit Fn liegt bei 21.8 %. Im Gegensatz dazu erhoht DTT die Fn-Bindung von
33-V80C/D241C (15.8 % Kolokalisation mit Fn). Der Effekt von DTT scheint also spezifisch
fir $3-V80C/D241C zu sein. f3-wt + 1 mM DTT: N=3, n=38; $3-V80C/D241C + 1 mM
DTT: N=3, n=40



Kapitel 4

DISKUSSION

Im Gegensatz zu einigen Integrin Rezeptoren, die sehr selektiv fiir einen bestimmten
Liganden sind (z.B. o531 fiir Fn) [59, 247], zeigt ocV33-Integrin eine sehr hohe Promiskuitét
und bindet mindestens 12 verschiedene Liganden [16, 23]. Allerdings gab es schon kurz
nach Entdeckung und Beschreibung von aV3-Integrin kontroverse Daten iiber dessen
Bindungsspezifitit. Urspriinglich wurde dieses Integrin aufgrund seiner hohen Affinitéat fiir
den Liganden Vn als “der Vitronektin Rezeptor® beschrieben. Interessanterweise konnte in
diesen ersten Studien keine Bindung an den Liganden Fn beobachtet werden [31, 32]. Wenig
spater zeigten Charo und Kollegen, dass Fn und Vn beide mit dhnlicher Affinitdt gebunden
werden. Allerdings konnte eine Fn Bindung effektiv durch Zugabe von Vn als Kompetitor
geblockt werden. Daher wurde auch hier eine etwas hohere Affinitdt von oV 33-Integrin fiir
Vn vermutet [44]. In spéteren Arbeiten zeigten zahlreiche Gruppen die Funktion von oV 33-
Integrin als Fn-Rezeptor [45-48]. Auch seine Funktion als Opn-, Fbg-, bzw. Tsp-Rezeptor
ist mittlerweile gut beschrieben [44, 45, 212-215]. Es gibt aber keine konkrete Aussage
ob aVR3-Integrin als promiskuitiver Rezeptor all diese Liganden mit &hnlicher Affinitét
bindet oder ob einige Liganden préferiert gebunden werden. Dies wird vor allem in einer
komplexen ECM interessant, in der je nach Gewebe mehrere Liganden von oV 33-Integrin
gleichzeitig und in unmittelbarer Néhe zueinander prasentiert werden [9]. In Anbetracht dieser
komplexen ECM gibt es zwei Mdglichkeiten die Integrin-Ligand Interaktion zu beschreiben:
Entweder oV 3-Integrin bindet seine verschiedenen Liganden nach dem Prinzip “wer zuerst
kommt mahlt zuerst“ oder es gibt Regulationsmechanismen, die je nach zelluldrer Situation
kontrollieren welcher Ligand gebunden wird und welcher nicht. Je nach Szenario kénnte
man den physiologischen Sinn der hohen Promiskuitit von oV 3-Integrin unterschiedlich

interpretieren. Ziel dieser Arbeit war es also folgende Fragestellungen zu adressieren:

1. Ist «VPB3-Integrin ein dhnlich guter Rezeptor fiir seine publizierten Liganden Vn, Fn,
Opn, Fbg bzw. Tsp oder werden bestimmte Liganden praferiert gebunden?

2. Wie “entscheidet” «V[33-Integrin zwischen seinen verschiedenen Liganden und welche

Regulationsmechanismen gibt es?
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Fiir die Experimente dieser Arbeit wurde eine Subpopulation der NIH 3T3 Zellen - die
3T3low Zellen - verwendet. Diese exprimieren ein sehr geringes Level an endogenem {33-
Integrin [216]. Eine Transfektion dieser Zellen mit B3-Integrin GFP fiithrt demnach nicht
zu Uberexpressionsartefakten. Zudem kann in diesen Zellen der spezifische Effekt einer
3-Integrin Mutante ohne Hintergrund von endogenem (3-Integrin untersucht werden. Die
Analyse von [33-Integrin vermittelten Kontakte ist in diesen Zellen auflerdem spezifisch fiir
das Heterodimer «V33. Neben der a«V-Untereinheit kann die (33-Untereinheit nur noch mit
einer weiteren o-Untereinheit ein Heterodimer bilden [16]. Dieses Heterodimer wird oIIbf3-
Integrin genannt und wird ausschlielich auf der Zelloberfliche von Thrombozyten exprimiert
[248]. Durch Kombination dieser Zelllinie mit homogen beschichteten bzw. differenziellen
Zellkultursubstraten sowie hochauflésender Mikroskopie konnte in dieser Arbeit ein elegantes

System etabliert werden, um die oben genannten Fragestellungen zu adressieren.

4.1 o«VPR3-INTEGRIN: “DER VITRONEKTIN REZEPTOR®“?

Im ersten Teil dieser Arbeit soll zunéchst geklart werden wie die Adhésionsbildung von
oV 3-Integrin auf verschiedenen Liganden aussieht und ob einige dieser Liganden préaferiert
gebunden werden. Die einfachste Weise, um eine Integrin-Ligand Interaktion zu untersuchen
ist der Einsatz von homogen beschichteten 2D-Zellkultursubstraten [80, 189, 196]. Auf solchen
Substraten zeigt sich aber nur ob eine Adhésionsbildung auf einem bestimmten Liganden
stattfinden kann oder nicht. Ein Vergleich zwischen verschiedenen Liganden ist nur bedingt
moglich. Die Daten dieser Arbeit zeigen allerdings deutlich, dass die «V[33-vermittelte
Kontaktbildung je nach Ligand variiert. Auf Vn und Opn ist eine sehr gute Rekrutierung
von oV 3-Integrin in periphere Kontakte erkennbar. Das Integrin hat keine Probleme eine
Interaktion mit dem Ligand auf der Oberfliche einzugehen. Die hohe Fluoreszenzintensitét
des GFP-gekoppelten Integrins weist zudem darauf hin, dass auf Vn und Opn die Adhésions-
bildung hauptséchlich iiber «V[33-Integrin und nicht iiber andere Integrine stattfindet. Fbg,
Fn und Tsp dagegen sind weniger geeignete Liganden. Hier hat oV [33-Integrin Probleme
in periphere Kontakte rekrutiert zu werden und zeigt im Vergleich zu den Experimenten
auf Vn bzw. Opn ein reduziertes 33-Signal in den Paxillin-positiven Kontakten. Die Adha-
sionsbildung findet vermutlich primér iiber andere Integrine als «V[33-Integrin statt. Es
handelt sich also eher um schwaches Co-clustering in einer bereits bestehenden Adhésion.
Im Bereich um den Zellkern und im Zytoplasma zeigt sich stattdessen ein hohes (33-Signal.
Dies kénnte einerseits bedeuten, dass ooV 33-Integrin nach Translation im ER feststeckt und
nicht in Kontakte rekrutiert werden kann. Andererseits kdnnte das Integrin auch in der

Plasmamembran in einem inaktiven Stadium quasi “geparkt® sein bis ein geeigneter Ligand
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fiir eine Adhésionsbildung zur Verfiigung steht. Ein solches “Parken” in einer inaktiven Kon-
formation wurde bereits fiir andere Integrin-Rezeptoren beschrieben und ist wichtig fiir eine
kontrollierte Bindung extrazelluldrer Liganden [16, 249]. Trotz der limitierten Anwendung
homogen beschichteter Zellkultursubstrate lédsst sich also je nach Ligand eine unterschiedliche
Rekrutierung von oV 33-Integrin in periphere Adhésionen beobachten. Vn und Opn scheinen
geeignete Liganden fiir «VP3-Integrin zu sein, wihrend dieses Integrin auf Fn, Fbg und Tsp
Probleme hat eine Ligandenbindung einzugehen. Dies ist ein erstes Indiz, dass womoglich

nicht alle Liganden von oV 33-Integrin mit gleicher Affinitdt gebunden werden.

4.1.1 EINFLUSS VON SERUMEFFEKTEN

Ein solcher ligandenspezifischer Effekt ist allerdings nur sichtbar wenn ein Zellkulturmedium
ohne Zusatz von Serum eingesetzt wird. In Experimenten mit Serum im Medium zeigt
sich in allen Konditionen eine vergleichbare Rekrutierung von «V(33-Integrin. Plotzlich ist
also auch auf den Liganden Fbg, Fn und Tsp eine sehr gute Rekrutierung in periphere
Adhésionen moglich und das Integrin wird nicht mehr im ER oder in der Plasmamembran
in einem vermutlich inaktiven Stadium fiir eine Ligandenbindung bereit gehalten. Woran
konnte dies aber liegen? In den Experimenten dieser Arbeit wurde in Anwesenheit von
Serum eine Uberlagerung der spezifisch beschichteten Proteinoberfliche mit bovinem Vn
detektiert. Das in der Zellbiologie kommerziell erhéltliche FCS enthélt einen unspezifischen
Mix an Wachstumsfaktoren, Hormonen und Proteinen. Viele Firmen geben die genaue
Zusammensetzung nicht an. Jede Charge kann also unterschiedliche Zusammensetzung oder
eine unterschiedliche Konzentration von Komponenten enthalten. Es ist aber bekannt, dass
im FCS erhebliche Mengen an ECM-Proteinen wie z.B. Fn und Vn vorkommen [229]. Allem
Anschein nach kénnen diese Proteine eine beschichtete Proteinoberfliche iiberlagern. Ob
es sich dabei um eine physikalische Uberlagerung oder um eine biochemische Interaktion
mit dem Protein an der Oberfliche handelt, ist unklar. In dieser Arbeit wurde nur die
Uberlagerung mit bovinem Vn untersucht. Vermutlich sind analog zum bovinem Vn aber
auch noch weitere Serumproteine an der Oberflache. Durch Einsatz von Serum wird also nicht
die spezifische Interaktion eines Integrins mit einem einzelnen Liganden auf der Oberfliche
untersucht. Vielmehr ist in jeder Kondition ein unspezifischer ECM-Mix auf der Substrat-
Oberflache. Durch das bovine Vn in diesem ECM-Mix ist damit auf jedem Substrat ein
Ligand mit hoher Affinitét fiir oV 33-Integrin vorhanden. Die genaue Vn-Konzentration im
FCS ist allerdings nicht bekannt. Im menschlichen Blutplasma betragt die Vn-Konzentration
etwa 200-400 pg/ml [250, 251]. Dies ldsst also vermuten, dass auch im FCS betrachtliche

Mengen an Vn vorhanden sind. Bereits ein Bruchteil dieser Konzentration wére ausreichend,
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4 DISKUSSION

um ein spezifisch beschichtetes Proteinsubstrat zu “verunreinigen“. Dies macht deutlich,
dass ein Arbeiten ohne Serumproteine fiir diese Art von Assay unbedingt notwendig ist.
Moéglicherweise sind Serumproteine der Grund warum in bisherigen Studien kein deutlicher

Unterschied in der oV 3-vermittelten Adhésion auf Fn vs. Vn gesehen wurde.

4.1.2 oVR3-INTEGRIN BINDET TROTZ ALLER PROMISKUITAT BEVORZUGT
AN VITRONEKTIN UND OSTEOPONTIN

Auf homogen beschichteten Substraten wurde also ein erstes Indiz deutlich, dass aV[33-
Integrin seine Liganden mit womdglich unterschiedlicher Affinitdt bindet. Wie sieht es
aber auf Substraten aus, die zwei Liganden gleichzeitig prasentieren? Mit einem solchen
Setup ist man auch der in vivo Situation mit einer strukturierten ECM einen Schritt néher.
Experimente mit differenziellen Proteinsubstraten unterschiedlicher Kombination zeigen
prinzipiell identische Ergebnisse wie homogen beschichtete Proteinsubstrate. Gibt man
oV R3-Integrin die Wahlfreiheit zwischen zwei ECM-Liganden wird bevorzugt Vn bzw. Opn
gebunden. Die Liganden Fbg, Fn und Tsp werden klar vermieden, wenn sie auf einem
Substrat mit Vn bzw. Opn vorliegen. Anhand der differenziellen Lokalisation kénnte man im
Umkehrschluss auf differenzielle Affinitdten schliefen. Damit wéiren Vn und Opn Liganden
mit jeweils hoher Affinitdt fiir aV3-Integrin wihrend Fbg, Fn und Tsp Liganden mit
niedriger Affinitdt sein konnten. Anhand der Lokalisationsstudien lassen sich - wie bereits
erwahnt - allerdings nur indirekt differenzielle Affinitdten ableiten. Man kann also nur
sagen dass beispielsweise der Ligand Vn im Vergleich zum Ligand Fn mit hoherer Affinitét
gebunden wird. Wie viel hoher bzw. niedriger die Affinitét ist, ldsst sich nicht bestimmen. Fiir

ein umfassendes Affinitatsprofil sind daher biochemische Affinitdtsmessungen erforderlich.

4.1.3 BIOCHEMISCHE AFFINITATSMESSUNGEN: VITRONEKTIN VS. FIBRO-

NEKTIN

Konkrete Affinitdtsmessungen gibt es in der Literatur bisher nur fiir die Bindung von
oV 33-Integrin an die Liganden Vn und Opn. Die Messungen fiir Vn zeigen in einem ELISA
Assay eine Kp von etwa 12 nM [35]. Fiir Opn wurde in Anwesenheit von Mg?™ eine Kp
von 1.3 nM gemessen [175]. Die Kp-Werte beider Liganden befinden sich also in einem
dhnlichen nanomolaren Wertebereich. Dies deckt sich mit den Daten auf den differenziellen
Proteinsubstraten. Auf Vn/Opn Substraten zeigte sich nahezu eine 50/50 Verteilung von
oV B33-Integrin, was fiir eine dhnliche Affinitit dieses Integrins fiir beide Proteine spricht (Abb.

3.3). In dieser Arbeit wurden ebenfalls biochemische Affinitdtsmessungen fiir die Bindung
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von ocVR3-Integrin an Vn mittels BLI erstellt. Affinitdtsmessungen mit Opn waren technisch
leider nicht moglich. Die Messungen fiir Vn zeigen keine Dissoziation nach Ligandenbindung
weshalb auch keine Kp bestimmt werden konnte (Abb. 3.4). Dies lasst vermuten, dass es
sich bei der Interaktion von aV3-Integrin mit Vn um eine sehr starke Bindung handeln
muss. Kontrollen mit Cilengitide als Kompetitor um die Ligandenbindungstasche zeigen,
dass diese starke Bindung kein Artefakt ist. Cilengitide ist ein cyclisches RGD-Peptid,
das fiir eine Bindung an «V33-Integrin optimiert wurde. Dementsprechend besitzt es mit
einem ICsg-Wert von 0.6 nM eine sehr hoher Affinitat fiir dieses Integrin. Dies bedeutet,
dass eine Konzentration von 0.6 nM ausreicht, um 50 % der aVp3-Integrin Population
zu inhibieren [252, 253|. Vergleichend liegt der I1C50-Wert fiir den Liganden Vn bei 25
nM [254]. In Anwesenheit von Cilingetide wéhrend der Dissoziationsphase konnte eine
Dissoziation von Vn “erzwungen werden. Dies zeigt, dass es sich nicht um ein Messartefakt
handelt. Vn kann durch einen Kompetitor mit hoherer Affinitat fiir «V33-Integrin verdringt
werden. Unterstiitzt werden die Affinitdtsmessungen dieser Arbeit durch frithe Daten aus der
Literatur. Orlando und Cheresh konnten ebenfalls keine Dissoziation von Vn nach Bindung
an «V3-Integrin beobachten und dementsprechend auch keine Angaben iiber eine genaue
Kp machen. Fiir diese Experimente wurde die Kinetik der Dissoziation mithilfe des solid-
phase receptor assays gemessen [34]. Demgegeniiber stehen die konkreten Kp-Werte (etwa 12
nM) aus der Arbeit von Chillakuri und Kollegen [35]. Aber wie sind diese unterschiedlichen
Daten zu erkldren? Zum einen konnte es an der Sensitivitdt des verwendeten Assays
liegen. Personliche Erfahrungen zeigen, dass das verwendete BLItz-System nicht geeignet
ist, um Bindungsstédrken im niedrigen, einstelligen nanomolaren Bereich zu analysieren.
Moglicherweise kann eine minimale Dissoziation eines Liganden nicht erfasst werden. Zum
anderen kann es an den experimentellen Bedingungen liegen. Zweiwertige Kationen haben
einen groflen Einfluss auf die Affinitét eines Integrin-Rezeptors fiir seinen Liganden. So wurde
beispielsweise gezeigt, dass Ca?* die Affinitdt von Liganden fiir seinen Integrin-Rezeptor
herabsetzt, wihrend Mn?* die Affinitéit erhoht [175]. Die Experimente dieser Arbeit wurden
in Anwesenheit von 1mM Ca?* und 1mM Mg?* durchgefiihrt. Dies entspricht physiologischen
Konzentrationen [163-165]. In der Arbeit von Chillakuri und Kollegen wurden keine Angaben
iiber die experimentellen Bedingungen gemacht. Es kann also nicht eindeutig nachvollzogen
werden warum derartige Abweichungen zustande kommen.

Fiir den Liganden Fn gibt es keine vergleichbaren Messungen in der Literatur. Cao und
Kollegen fiihrten aber Messungen mit einem Fragment von Fn (Fnlllg ;o) durch. Dabei
handelt es sich um die Fibronektin TyplIl Doméne an Position 9 und 10 mit der RGD-
Sequenz. Fiir die Bindung dieses Fragmentes an oV 33-Integrin wurde eine Kp von 40 nM
gemessen [47]. Es handelt sich aber wie gesagt um ein Fn-Fragment und nicht um das

vollstdndige Protein. Demnach werden Faktoren wie z.B. mogliche sterische Interaktionen
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der Proteinstruktur mit der Ligandenbindungstasche oder der Effekt von synergistisch
wirkenden Bindestellen nicht beriicksichtigt. Die BLI-Messungen in dieser Arbeit wurden
nicht mit einem Fragment sondern mit dem kompletten Protein durchgefiihrt. Im Gegensatz
zu den Messungen mit Vn war diesmal eine deutliche Dissoziation nach Ligandenbindung
erkennbar. Mit einer gemessenen Kp von 54 nM zeigen sich zudem &dhnliche Werte wie
fiir das Fn-Fragment in der Arbeit von Cao und Kollegen. Fn ist demnach ein Ligand mit
deutlich niedrigerer Affinitét fiir aV33-Integrin als Vn. Um welchen Faktor sich die Affinitét
fiir beide Liganden unterscheidet, kann trotzdem nicht eindeutig bestimmt werden. Da Vn
keine Dissoziation nach Ligandenbindung zeigt, konnte ein moglicher Kp-Wert im niedrigen

nanomolaren Bereich aber auch genauso gut im picomolaren Bereich liegen.

4.2 FIBRONEKTIN VS. VITRONEKTIN BINDUNG: REGULATION UBER MECHA-
NISCHE KRAFTE ODER SIGNALPROTEINE?

oVP3-Integrin bindet den Liganden Vn also mit wesentlich hoherer Affinitdt als den Li-
ganden Fn. Geméaf dieser in vitro Daten ist es nicht erstaunlich, dass «V[33-Integrin auf
Fn/Vn Substraten bevorzugt an Vn bindet und eine Adhésionsbildung auf Fn eher ver-
meidet. Aulerdem lésst sich damit erkldren warum initiale Adhésionen ausschliefllich auf
Vn entstehen und niemals auf Fn (Abb. 3.5). Nicht erklaren lasst sich allerdings warum
oV B3-vermittelte Adhésionen wiahrend der Maturierung plétzlich eine Fn-Bindung eingehen
konnen. In der Maturierungsphase muss also etwas passieren, wodurch eine Bindung von
oV 3-Integrin an Fn ermdoglicht wird. Dies deutet klar auf eine Art Regulationsmechnismus
hin, der kontrolliert welcher Ligand gebunden wird und welcher nicht. Wie konnte ein
solcher Mechanismus aber funktionieren? Maturierung von CMAs ist vor allem definiert
durch laterale Zusammenlagerung zahlreicher Integrin-Rezeptoren und durch Rekrutierung
intrazelluldrer Adaptoren [73, 75, 79]. Gleichzeitig wird der Kontakt zum Aktin-Zytoskelett
hergestellt und verstérkt [81, 82]. Damit ergeben sich zwei Moglichkeiten, um die plétzliche

Fn-Bindung von «V[(33-Integrin in dieser Phase zu erklaren:

1. Entweder iiber die Rekrutierung intrazellulédrer Adaptoren/Signalproteine oder...

2. ...iber mechanische Kraftiibertragung durch die Kopplung der CMAs an das Aktin-
Zytoskelett.

Tatsédchlich ist es aber &duflerst schwierig diese zwei Events zu trennen. Eine Kopplung
der CMAs an das Aktin-Zytoskelett wihrend der Maturierung bedeutet gleichzeitig auch
Rekrutierung von intrazelluliren Adapter-Proteinen. Beide Prozesse finden also zeitgleich

statt und sind voneinander abhingig. Im Folgenden werden einige Schliisselexperimente
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dieser Arbeit in Bezug auf beide Uberlegungen diskutiert.

4.2.1 MECHANISCHE KRAFTE MACHEN DEN UNTERSCHIED

Besonders auffillig war vor allem die Art und Weise wie eine Fn-Bindung wéhrend der
Maturierung stattfindet. Es handelt sich ndmlich um eine Translokation von Vn auf Fn,
die immer Richtung Zellzentrum ausgerichtet ist (Abb. 3.5 b). Das heifit die Translokati-
on folgt den Kréftevektoren des retrograden Aktin-Flusses, die in centripetaler Richtung
wirken [255, 256]. Wenn initiale Adhésionen an das Aktin-Zytoskelett gekoppelt werden
verringert sich der retrograde Aktin-Fluss durch diese Kopplung, aber gleichzeitig wird
die Kraftiibertragung erhoht [257, 258]. Eine solche inverse Korrelation koénnte zu einer
lokalen Krafterhohung fiithren, die eine Fn-Bindung in centripetaler Richtung ermoglicht.
Im Gegensatz dazu ist es eher unwahrscheinlich, dass der retrograde Aktin-Fluss durch
seine Dynamik weitere Adapterproteine bereitstellt. Yamashiro und Kollegen schlagen zwar
ein Modell vor, in dem der Aktin Fluss vor allem Aktin-bindende Proteine fiir CMAs
bereitstellt [258]. Diese wiirden laut einer Definition von Kanchanawong und Kollegen aber
grofiteils in der Aktin-regulatorischen Schicht von CMAs lokalisieren und sind damit in
z-Richtung mindestens 40 nm von der Integrin Signalschicht entfernt [259]. Damit hatten
solche Proteine vor allem Funktion in der Kraftiibertragung. Die centripetale Translokation
oV 3-vermittelter Adhésionen von Vn auf Fn spricht also in erster Linie fiir die Hypothese
einer kraftabhéangigen Fn-Bindung.

Anhand diesem ersten Indiz wurde die Aktin/Myosin-vermittelte Kontraktilitdt mithilfe von
Blebbistatin herabgesetzt. Als zelluldrer Effekt wurde eine drastisch reduzierte Fn-Bindung
von «VP3-Integrin beobachtet (Abb. 3.6 a,b). Auf den ersten Blick scheint dies erneut ein
klares Indiz fiir die Hypothese einer kraftabhéngigen Fn-Bindung zu sein. Aber was genau
passiert bei einer Behandlung von Zellen mit Blebbistatin? Blebbistatin ist ein spezifischer
Inhibitor von MyosinIl Motorproteinen [260]. Dies fiihrt zu stark verringerter intrazellulé-
rer Kontraktilitdt und damit zu verringerter Kraftiibertragung durch Integrin-vermittelte
Adhésionen [231]. Gleichzeitig fiihrt eine Blebbistatin-Behandlung aber auch zum Abbau
maturierter Adhésionen und stattdessen erhoht sich die Anzahl von wenig maturierten
nascent adhesions (Abb. 3.6 a) [93, 94]. Diese haben im Vergleich zu maturierten Adhésionen
ein stark verringertes Setup intrazelluldrer Adapterproteine [79, 80]. Durch eine Blebbistatin-
Behandlung wird also nicht nur die Kraftiibertragung verringert, sondern es verringert sich
auch die Komplexitit des intrazelluldren Adapterkomplexes. So klar die Datenlage auf den
ersten Blick auch war: Im Endeffekt ldsst sich in diesem Experiment nicht genau sagen ob

die reduzierte Fn-Bindung durch reduzierte mechanische Kréfte oder durch fehlende Adapter
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bzw. Signalproteine zustande kommt.

Wie sieht es also mit weiteren Experimenten aus. Interessanterweise kénnen deNovo in-
duzierte Integrin Cluster nach Mn?t Aktivierung nur auf Vn entstehen aber nicht auf Fn
(Abb. 3.7 d; Abb. 3.8). Die Entstehung dieser speziellen Integrin Cluster im Zellzentrum ist
nicht spezifisch fiir Mn?* Behandlung sondern kann generell nach verschiedenen Strategien
der Integrin Aktivierung beobachtet werden (z.B. $3-N305T oder 33-VE (erhohte Affinitét
fiir den Aktivator Talin)). Eine besondere Eigenschaft der deNovo induzierten Integrin
Cluster ist, dass sie nicht mechanisch an das Aktin-Zytoskelett gekoppelt sind (Abb. 3.7
c¢). Damit stehen sie vermutlich unter geringer Zugspannung und erfahren moglicherweise
ein dhnliches Kraftprofil wie periphere Adhéasionen nach Blebbistatin Behandlung. Auf der
anderen Seite wurde auch gut beschrieben, dass solche Cluster nur ein minimales Setup an
intrazelluldren Adapterproteinen rekrutieren. Bisher wurde nur Talin Bindung beschrieben,
weder Paxillin noch FAK noch Vinculin kénnen an diese Art von Adhésion rekrutiert werden
(Abb. 3.7 a,b) [237]. Damit kénnte man diese deNovo Mn?*-induzierten Integrin Cluster
als Vorladuferkontakte beschreiben, die zwar aktiv sind aber nicht fiir jeden Liganden aktiv.
Erneut kann aber nicht eindeutig gekldrt werden warum diese Art von Kontakt nur Vn bindet
aber nicht Fn. Anhand der Datenlage sind wieder beide Uberlegungen méglich: Entweder es
liegt an fehlenden Inside-out Signalen intrazelluldrer Signalkomponenten oder an fehlender
mechanischer Krafteinwirkung.

Wie 16st man dieses Problem jetzt also, dass beide Prozesse nicht wirklich getrennt wer-
den kénnen. Strategien wie eine Blebbistatin-Behandlung fithren zu einer eher “globalen®
Manipulation von zelluldrem Verhalten mit vielen Effekten gleichzeitig. Durch genetische
Knockout-Studien lésst sich in der Regel spezifisch der Effekt eines einzelnen Proteins unter-
suchen. Daher wurden Vinculin-defiziente Zellen verwendet, um den Effekt eines Vinculin
Knockouts zu analysieren. Im Prinzip zeigt «V33-Integrin in dieser Kondition das gleiche
Verhalten wie im Blebbistatin-Experiment: Eine drastisch reduzierte Fn-Bindung (Abb.
3.6). Vinculin ist zwar ein intrazelluldres Adapterprotein aber es ist vor allem durch seine
Funktion charakterisiert den Kontakt zwischen Integrinen und Aktin zu verstarken [110, 111].
Diesbeziiglich wurde in zahlreichen Studien gezeigt, dass ein Vinculin Knockout die zelluldre
Kraftiibertragung auf das unterliegende Substrat stark reduziert [233-235]. Damit hat dieses
Protein eine prominente Rolle in der Ubertragung von Kriften zwischen der Aktin/Myosin
Maschinerie und der Integrin-ECM Achse [230, 261]. Eine Inside-out Signalfunktion von
Vinculin selbst, die moglicherweise eine Integrin-Ligand Bindung beeinflussen kann, wurde
bisher nicht gezeigt. Somit wére die logische Schlussfolgerung, dass die stark reduzierte
Fn-Bindung nach dem genetischen Ausschalten von Vinculin ein Effekt von reduzierter
mechanischer Kraftiibertragung sein kénnte. Trotz dieser logischen Korrelation besteht

dennoch die Méglichkeit, dass Vinculin quasi als Adapter fungiert, um weitere Proteine zu
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rekrutieren. Durch genetisches Ausschalten von Vinculin wéire damit auch die Rekrutierung
von intrazelluldren Proteinen beeinflusst. Diese Uberlegung ist aber eher unwahrscheinlich:
Thievessen und Kollegen zeigten in diesem Zusammenhang nadmlich, dass ein Vinculin
Knockout weiter keinen Einfluss auf die Zusammensetzung des Adhédsoms hat [262].

Damit festigt sich langsam die Hypothese einer kraftabhéngigen Fn-Bindung von oV [33-
Integrin. Bisher wurde allerdings nur beobachtet, dass eine reduzierte mechanische Kraft-
iibertragung zu einer reduzierten Fn-Bindung fithrt. Um eine allgemeine Giiltigkeit einer
solchen Hypothese zu belegen, ist es natiirlich notwendig zu {iberpriifen was passiert wenn
man zelluldre Kréafte erhoht. Aber wie kann man Kréfte in einem zelluldren Kontext erhéhen?
Eine Strategie dieser Arbeit war die Uberexpression der Myosin-Isoform NMIIA. Diese
Isoform ist charakterisiert durch einen schnellen Kraftschlag und es wurde beschrieben, dass
sie durch Kontraktion von Aktin-Stressfasern fiir etwa 60% der zelluliren Kraftentwicklung
verantwortlich ist [241, 242]. Als zellulirer Effekt nach NMITA Uberexpression zeigt sich
auf Fn/Vn Substraten eine signifikant erh6éhte Fn-Bindung von oV 3-Integrin (Abb. 3.9
b,c). Dies lisst in erster Linie vermuten, dass eine Erhohung zelluldrer Krafte zu einer
erhohten Fn-Bindung fithrt. Allerdings kann man nicht trivial argumentieren, dass durch
NMIIA Uberexpression auch verstirkt Myosin Motorproteine in Aktin-Filamente eingebaut
werden und dies zu einer gesteigerten Kontraktilitdt fithrt. Moglicherweise ist das endogene
Level von NMIIA schon ausreichend, um eine anndhernde Sattigung der Bindestellen zu
erreichen. Dies scheint nach aktuellen Daten von Beach und Kollegen aber nicht der Fall
zu sein: Die Autoren vermuten vielmehr, dass die Anzahl der NMIIA Monomere in einem
Gleichgewichtszustand zum einen nicht séttigend sondern limitierend ist. Zum anderen
fiihrt eine NMIIA Uberexpression zu einer erhdhten Bildung kontraktiler Aktin-Filamente
entweder durch Abspaltung von einem “Mutterfilament“ oder durch deNovo Bildung eines
neuen Filaments [263]. Dies sind mégliche Indizien, dass durch NMIIA Uberexpression auch
tatsdchlich die zelluldre Kraftentwicklung erhéht sein konnte. Um aber eine klare Aussage
iiber die Korrelation dieser beiden Prozesse treffen zu konnen, wiren Kraftmessungen einzel-
ner Zellen mittels traction force microscopy [264] oder alternativer Methoden notig.

Nimmt man all diese Experimente zusammen sprechen die Daten klar fiir die Hypothese
einer kraftabhéngigen Fn-Bindung von «V3-Integrin. Eine Regulation der differenziellen
Ligandenbindung iiber Rekrutierung von Adapterproteinen scheint eher unwahrscheinlich.
oV [33-Integrin benotigt also einen mechanischen Stimulus aus dem Zellinneren, um die

Bindung an verschiedene Liganden auflerhalb der Zelle zu regulieren.
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4.3 MECHANISCHE KRAFTE KONTROLLIEREN DIE KONFORMATION VON

VR 3-INTEGRIN

Nun stellt sich natiirlich die interessante Frage wie mechanische Krifte die Bindungseigen-
schaften von oV [33-Integrin beeinflussen. Was passiert mit dem Integrin unter erhdhter
Zugspannung, dass plotzlich der Ligand Fn gebunden werden kann? ooV 33-Integrin ist kein
statisches Protein. Es unterliegt im Laufe der Integrin Aktivierung und Ligandenbindung
zahlreichen Konformationsdnderungen [115]. Bisher wurden drei Hauptkonformationen be-
schrieben: die BC-, die EC- und die EO-Konformation. Schliisselschritte fiir den Wechsel
zwischen diesen Konformationen ist das Aufrichten der Integrin-Kopfgruppe, die Separierung
der o« und f3-Untereinheit sowie die Auslenkung der Hybrid-Doméne relativ zur 3A-Doméne
[121, 124, 129]. Mittlerweile ist in der Literatur recht etabliert, dass Aktin/Myosin Kontrak-
tilitdt den Wechsel von der BC bzw. EC-Konformation in die EO-Konformation beschleunigt.
Dies wurde mithilfe von Simulationen fiir aV33-Integrin beschrieben [151-155]. Experi-
mentell konnte dies allerdings nur fiir ein Leukozyten-spezifisches Integrin - 32 - gezeigt
werden [154]. Die Indizien sprechen aber klar dafiir, dass erhohte zelluldre Kontraktilitét
eine Auslenkung der Hybrid Doméne und damit eine Konformationsinderung von der EC-

zur EO-Konformation bewirkt.

4.3.1 «VP3-INTEGRIN IN DER EC-KONFORMATION: GESCHLOSSEN ABER

AKTIV FUR VITRONEKTIN

Mechanische Krafte aus dem Zellinneren konnten also die Konformation von oV 33-Integrin
verdndern und je nach Konformation kénnte dieses Integrin eine unterschiedliche Bindung an
die Liganden Fn bzw. Vn zeigen. Um dies zu iiberpriifen wurden in dieser Arbeit konforma-
tionsspezifische Mutationen von &V 33-Integrin eingesetzt. Das Labor von Bernhard Wehrle
Haller (Universitdt Genf) hat hierfiir eine Mutation etabliert, die in der EC-Konformation
blockiert ist und nicht mehr in die EO-Konformation wechseln kann. Grundlage sind zwei
Punktmutationen (V80C/D241C), die zwischen der Hybrid-Doméne und der 3 A-Doméne
eine Disulfidbriicke einfiigen. Diese Disulfidbriicke verhindert schliefflich die Auslenkung der
Hybrid-Doméne und blockiert das Integrin in der EC-Konformation (Abb. 3.14). Soweit ist
zumindest die Theorie fiir diese Mutationen. In den Zellexperimenten zeigt sich auch ein
klarer Effekt. $3-V80C/D241C kann eine Ligandenbindung eingehen: es wird allerdings aus-
schliefilich Vn gebunden aber nicht Fn (Abb. 3.15, Abb. 3.16). Dieser Effekt korreliert stark
mit den Ergebnissen der Blebbistatin bzw. Vinculin-KO Experimente (Abb. 3.5). Anhand

dieser Korrelation kénnte man vermuten, dass aV3-Integrin unter geringer mechanischer
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Zugspannung in der EC-Konformation vorliegt. In dieser Konformation ist dieses Integrin
ein sehr selektiver Rezeptor fiir Vn. Ob weitere Liganden wie z.B. Opn - das wie Vn zu
den Liganden mit hoher Affinitat fiir «V33-Integrin zdhlt - gebunden werden koénnen, muss
noch untersucht werden.

Aber kann man eine solche Korrelation ohne Weiteres annehmen oder gibt es mogliche
Probleme, die unbedingt beachtet werden miissen? Ein groles Problem ist die neu etablierte
f3-V80C/D241C Mutation: Es gibt ndmlich keine eindeutigen Beweise, dass diese Mutation
auch wirklich durch eine Disulfidbriicke in der EC-Konformation blockiert ist. Es existieren
weder elektronenmikroskopische Aufnahmen, noch Kristallstrukturen, die zeigen, dass die
Disulfidbriicke zwischen V80C und D241C in cellula tatsachlich ausgebildet wird. Daher
stellen sich zwei kritische Fragen. Ist diese Disulfidbriicke iiberhaupt vorhanden und falls ja:
ist die Disulfidbriicke stabil genug, um eine Auslenkung der Hybrid-Doméne zu verhindern?
In einem ersten Szenario wird zunédchst die Frage adressiert wie stabil eine solche Disul-
fidbriicke in einem zelluldren Kontext ist. Bei einer Disulfidbriicke handelt es sich um eine
kovalente Bindung zwischen Cysteinresten. Es gibt einige Publikationen, die zeigen, dass
Disulfidbriicken durch mechanische Kréfte aufgebrochen werden kénnen [265, 266]. Dies
wurde beispielsweise fiir zwei Adhésionsmolekiile der CAM-Familie (cell adhesion molecule)
- Mel-CAM und VCAM - mittels Rasterkraftmikroskopie gezeigt [267, 268]. Zunéchst ist
also nicht auszuschlieflen, dass dies auch fiir «V33-Integrin moéglich ist. Allerdings zeigen
Experimente an einzelnen Disulfidbriicken, dass eine Kraft >100 pN erforderlich ist, um eine
messbare Reduktion von Disulfidbriicken zu induzieren [266]. Solche Kréfte sind in einem
biologischen Kontext als sehr grofl einzustufen. Fiir o5f31-Integrin wurde beispielsweise
beschrieben, dass die Integrin-Ligand Interaktion geméaf einem catch-bond-Mechanismus in
einem Kraftbereich zwischen 10-30 pN verstarkt wird [126, 269]. Steigen diese Kréfte deutlich
an fithrt dies zu einem “Abreiflen” der Integrine vom Substrat. Besteht keine Integrin-Ligand
Interaktion mehr, kénnen auch keine Kréfte mehr generiert werden, weil eine Verankerung
auflerhalb der Zelle fehlt. Die benotigten Kréafte fiir dieses “Abreiflen” variieren vermutlich
fiir verschiedene Integrine und fiir verschiedene Liganden. Aber dieses Szenario macht es
wohl eher unwahrscheinlich, dass ein ausreichender mechanischer Stimulus erzeugt werden
kann, um Disulfidbriicken in «V 33-Integrin aufzubrechen. Wird eine solche Disulfidbriicke
also wirklich gebildet, ist diese vermutlich sehr stabil und kénnte eine Auslenkung der
Hybrid-Doméne verhindern.

Das zweite Szenario befasst sich mit der Frage ob eine derartige Disulfidbriicke zwischen
V80C und D241C iiberhaupt ausgebildet wird. Diese Frage ist experimentell schwierig zu
adressieren. Die zwei spezifischen Punktmutationen fithren zumindest dazu, dass aV[33-
Integrin nur noch an Vn binden kann aber nicht mehr an Fn. Dieser Effekt ist an sich

ein erstes Indiz, dass eine solche Disulfidbriicke gebildet wird und das Integrin in der
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EC-Konformation blockiert. Experimentell kénnte man die Existenz einer Disulfidbriicke
iiberpriifen, indem man diese durch entsprechende Reagenzien aufbricht und iiberpriift ob
man den beobachteten Effekt riickgdngig machen kann. Hierfir wurde das Reduktionsmittel
DTT eingesetzt und nach Behandlung der Zellen konnte in der Tat eine Fn-Bindung auf
homogen beschichteten Substraten induziert werden (Abb. 3.17). Auch auf Fn/Vn Substraten
zeigte sich eine klar erhohte Lokalisation auf Fn (von ca. 8 % ohne DTT auf ca. 16% mit
DTT). Wildtyplevel wurde allerdings nicht erreicht, was moglicherweise an der eingesetzten
Konzentration liegt (Abb. 3.18). Damit kann durch Aufbrechen von Disulfidbriicken wieder
anndhernd der Wildtypzustand induziert werden. Aber kann man wirklich sagen, dass mit
dieser Behandlung spezifisch die Disulfidbriicke zwischen V80C und D241C aufgebrochen
wurde? Die Antwort ist schlichtweg “Nein!“. Ein grofies Problem ist ndmlich, dass man
mithilfe von DTT nicht spezifisch einzelne Disulfidbriicken aufbrechen kann. Es werden
vielmehr alle Disulfidbriicken reduziert, die in Losung zugénglich sind. Somit hat DTT
einen sehr globalen Effekt, da es auf alle Zelloberflichenproteine gleichzeitig wirkt. Inte-
grine selbst besitzen zahlreiche Disulfidbriicken in ihrer Struktur [180-182]. Einige dieser
Disulfidbriicken sind in Lésung zugénglich und kénnen durch DTT reduziert werden. Damit
gilt DTT als effektiver Aktivator von Integrinen, indem es Konformationséinderungen in
der Integrin-Struktur induziert [173, 183-185]. In einem zweiten Szenario kénnte DTT aber
auch die Struktur der extrazelluldren Liganden beeinflussen (in der Literatur noch nicht
gezeigt). Damit ldsst sich nur schwierig argumentieren, dass der Effekt der DTT Behandlung
(erhohte Fn-Bindung von 3-V80C/D241C Integrin) durch ein spezifisches Aufbrechen der
Disulfidbriicke zwischen V80C und D241C zustande kommt. Eine interessante Kontrolle
dieser Arbeit zeigt allerdings, dass die verwendete Konzentration von DTT keinen Einfluss
auf die Fn-Bindung des Wildtyp Integrins hat. Es scheint also kein genereller Effekt auf
alle Integrine oder auf extrazelluldre Liganden zu sein. Vielmehr ist der Effekt spezifisch
fir die 33-V80C/D241C Mutation. Trotz der globalen Wirkung von DTT konnte man also
vermuten, dass der wichtige Schritt fiir eine erhthte Fn-Bindung von 33-V80C/D241C das
Aufbrechen der Disulfidbriicke zwischen V80C und D241C ist. Das Integrin wére damit nicht
mehr in der EC-Konformation blockiert und kénnte durch mechanische Krafteinwirkung
wieder aktiviert werden.

Zusammenfassend ldsst sich Folgendes vermuten. Die beiden Punktmutationen in (33-
V80C/D241C fiihren tatséchlich zum Ausbilden einer Disulfidbriicke, die das Integrin
in der EC-Konformation blockiert. Diese aufgerichtete aber geschlossene Konformation ist
typisch fiir «V33-Integrine, die unter geringer Zugspannung stehen. Weiter kann in dieser
Form ein physiologischer Ligand gebunden werden: dies gilt aber ausschlieflich fiir den
Liganden Vn aber nicht fiir den Liganden Fn. Damit zeigt sich, dass «V3-Integrin iiber

kraftabhangige Konformationsinderung die Bindung an Fn vs Vn regulieren kann.
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4.3.2 o«VPB3-INTEGRIN IN DER EO-KONFORMATION: DIE GEOFFNETE KOPF-

GRUPPE ERMOGLICHT FIBRONEKTIN BINDUNG

FEin Integrin unter geringer Zugspannung liegt also vermutlich in der EC-Konformation
vor und ist sehr selektiv fiir den Liganden Vn. Kann geméfl der Hypothese dieser Arbeit
eine solche Korrelation auch fiir die EO-Konformation und mechanische Krafteinwirkung
gezeigt werden? Bei der 33-N305T Mutation handelt es sich um eine etablierte Integrin
Mutante, die schon in einigen Publikationen beschrieben und eingesetzt wurde [132, 237,
245, 270]. Obwohl es auch fiir diese Mutation keine Kristallstrukturen gibt, wird allgemein
angenommen, dass sie durch einen Glykan Keil zwischen der Hybrid-Doméne und der
BA-Doméne in der EO-Konformation vorliegt. In dieser Konformation zeigt 33-N305T eine
signifikant erhohte Fn-Bindung im Vergleich zur wt-Kontrolle (27.1 % vs. 16.5%). Eine
dhnlich erhohte Fn-Bindung wird in Experimenten mit erhohter intrazellularer Kontraktilitét
durch NMITA Uberexpression deutlich (von 16.5 % auf 25.1 %). Vergleicht man in diesem
Zusammenhang den Input mechanischer Krafteinwirkung (NMIIA Uberexpression) mit der
Konformation von aVR3-Integrin ($3-N305T) zeigt sich erneut eine eindeutige Korrelation.
Man kénnte also vermuten, dass ein erhdhter mechanischer Stimulus das Integrin in die
maximal aktivierte EO-Konformation bringt. In dieser Konformation kann oV 33-Integrin
neben einer Vn-Bindung auch eine stabile Fn-Bindung eingehen. Diese Uberlegung deckt sich
mit FRAP Daten, die eine stabilere Ligandenbindung der 33-N305T Mutation im Vergleich
zu B3-wt zeigen [237].

Auch fir diese Korrelation missen mdégliche Probleme kritisch hinterfragt werden. Die Daten
dieser Arbeit lassen ndmlich vermuten, dass der Glykan Keil alleine das Integrin vermutlich
nicht in die maximal aktivierte Konformation bringen kann. Reduziert man intrazellulére
Kontraktilitdt, ist f3-N305T fast ausschlieBlich auf Vn lokalisiert und kann nicht mehr
effektiv an Fn binden (Abb. 3.11). Damit zeigt sich fiir die 33-N305T Mutation unter
Blebbistatin-Bedingungen der gleiche Effekt wie fiir f3-wt. Diese experimentellen Daten wer-
den unterstiitzt durch MD Simulation von Vasyl Mykuliak (Universitat Tampere, Finnland).
Ohne zuséatzliche Krafteinwirkung kann die Glykosylierung an Position N303 keine maximale
Auslenkung der Hybrid-Doméne induzieren (Vergleich mit komplett aktivierten Kristall-
strukturen von «IIbB3-Integrin; Abb. 3.12) [129, 153]. Vielmehr ist der Auslenkungswinkel
nicht unterschiedlich zum Wildtyp Integrin. Allerdings ist die Auslenkung stabiler und die
Hybrid Doméne kann aufgrund sterischer Interaktion mit dem Glykan Keil vermutlich nicht
mehr in die geschlossene Konformation wechseln. Ohne mechanische Krafteinwirkung zeigt
sich also kaum ein Unterschied zwischen 33-wt und (33-N305T: Weder fiir die extrazelluldre
Ligandenbindung (beide scheinen nur an Vn zu binden) noch fiir die Konformation. Wie

kommt aber die erhohte Fn-Bindung von (33-N305T im Vergleich zu 33-wt zustande wenn die
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intrazelluldre Kontraktilitdt nicht durch Blebbistatin herabgesetzt ist? Es konnte sein, dass
die Glykosylierung in 33-N305T das Integrin in einer Art voraktiviertem Zustand stabilisiert.
Ein solcher Zustand koénnte als extended-primed bezeichnet werden [130, 131]. Das Integrin
befindet sich in einem aufgerichteten, teilweise aktiven Zustand aber die Hybrid-Doméne ist
nicht maximal ausgelenkt. Der Glykan Keil blockiert zudem eine Konformationsdnderung
zuriick in die EC bzw. BC-Konformation. Diese Voraktivierung und auch die Stabilisierung
in der voraktivierten Form kénnte die Energiebarriere herabsetzen, die notwendig ist fiir
den Wechsel in die maximal aktivierte EO-Konformation. Der mechanische Stimulus, um
33-N305T in die EO-Konformation zu bringen kénnte also geringer sein als fiir 33-wt. Dies
ist ein moglicher Grund warum unter identischen experimentellen Bedingungen nur fiir 33-
N305T eine erhohte Fn-Bindung beobachtet wurde obwohl der Glykan Keil alleine vermutlich
nicht ausreichend ist, um das Integrin in die EO-Konformation zu bringen. Eine erhdhte
Fn-Bindung ist fir f3-wt nur zu erreichen, wenn die intrazellulire Kontraktilitdt durch
z.B. NMIIA Uberexpression erhéht wird. Trotz dieser Probleme zeigt sich nach wie vor eine
Giiltigkeit der oben beschriebenen Korrelation. aV33-Integrin unter erhéhter intrazellulérer
Zugspannung liegt vermutlich in der EO-Konformation vor und kann in diesem Zustand

sowohl an Vn als auch an Fn binden.

4.4 STRUKTUR-FUNKTION-BEZIEHUNG VON aV[33-INTEGRIN: AKTIV BE-
DEUTET NICHT GLEICH AKTIV FUR JEDEN LIGANDEN

Anhand der Daten dieser Arbeit kann fiir «V3-Integrin eine Struktur-Funktion-Beziehung
abgeleitet werden. Es wird ndmlich seit Langem kontrovers diskutiert welche Konformation
von Integrinen die aktive Konformation ist. Unter “aktiv® ist in diesem Zusammenhang die
Fahigkeit gemeint einen Liganden zu binden. Bis heute ist eher die Meinung vertreten, dass
nur die EO-Konformation eine stabile Ligandenbindung eingehen kann [129, 134]. Durch eine
maximale Auslenkung der Hybrid-Doméne wird in der EO-Konformation je nach Integrin
Rezeptor eine 1000-6000fach erhohte Affinitét fiir extrazellulédre Liganden erreicht [134-136].
Fiir a5 1-Integrin erhoht sich die Affinitét fiir Liganden bei einem Wechsel von der EC- in die
EO-Konformation sogar um das 4000-6000fache [136]. Die sehr starken Affinitdtsunterschiede
zwischen diesen beiden Konformationen machen es eher unwahrscheinlich, dass ein Integrin
in der EC-Konformation eine stabile Ligandenbindung eingehen kann. Aber kann man diese
Uberlegung auf alle Integrine iibertragen? Es gibt ndmlich Daten von Gruppen, die fiir
einige Integrine eine Ligandenbindung bereits in der BC- bzw. EC-Konformation zeigen
[123, 166, 271]. Darunter befindet sich auch aVp3-Integrin: in Kristallstrukturanalysen
konnte dieses Integrin in der EC-Konformation an ein RGD-Peptid binden [166]. Ob eine
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solche Bindung aber in einer physiologischen Situation stattfinden kann oder ob es sich
nur um eine Art “eingefrorenes Standbild“ handelt, war bisher unklar. Die Daten dieser
Arbeit zeigen fir aV33-Integrin zum ersten Mal experimentell und in cellula, dass eine
Bindung physiologischer Liganden bereits in der EC-Konformation moglich ist. Allerdings
wird in dieser Konformation nicht jeder Ligand gebunden. “Aktiv* fir einen Liganden -
in diesem Fall Vn - bedeutet also nicht gleich “aktiv® fiir weitere mogliche Liganden - in
diesem Fall Fn. Ein solches Szenario wurde bereits von Boettiger und Kollegen vermutet
[140]. Bisher fehlte es aber an experimentellen Beweisen. Das hoch promiskuitive oV 33-
Integrin ist in der EC-Konformation also ein sehr selektiver Rezeptor fiir den Liganden Vn,
wahrend die Promiskuitét stark reduziert ist. Wechselt oV [33-Integrin durch mechanische
Krafteinwirkung aber von der EC- in die EO-Konformation kann der sehr selektive Vn-
Rezeptor in einen promiskuitiven Fn/Vn Rezeptor iiberfithrt (Abb. 4.1). Ein &hnliches
Verhalten wurde vor Kurzem auch fiir a4 7-Integrin beschrieben. Je nach Konformation
bindet es seine Liganden MAdACAM-1 und VCAM-1 mit unterschiedlicher Affinitét [272].
Ob eine Ligandenbindung in der EC-Konformation fiir weitere Integrine moglich ist bleibt
nach wie vor unklar. Moglicherweise handelt es sich um ein spezifisches Verhalten fiir wenige
Integrin-Rezeptoren. Interessant ist eine solche Uberlegung vor allem fiir Integrin-Rezeptoren,
die eine vergleichsweise geringe Affinitdtserhohung wihrend der Aktivierung zeigen. Fiir
alIbp3-Integrin wurde beispielsweise nach dem Wechsel von der EC- in die EO-Konformation
“nur“ eine 200fach erhohte Affinitat fiir ein RGD-Peptid beschrieben [129]. Moglicherweise
kann dies auf weitere 3-enthaltende Integrine wie z.B. «V33-Integrin iibertragen werden.
Demgegeniiber steht eine mindestens 4000fach erhohte Affinitdt fir a5B1-Integrin [136].
Es konnte also Folgendes der Fall sein: je geringer die Affinitdtsunterschiede nach einem
Wechsel von der EC- in die EO-Konformation sind, desto wahrscheinlicher kénnte eine
stabile Bindung extrazelluldrer Liganden in der EC-Konformation sein.

Zusammengefasst kann oV 33-Integrin durch kraftinduzierte Konformationséinderung von
einem sehr selektiven Vn Rezeptor in einen promiskuitiveren Rezeptor iiberfithrt werden. Am
Beispiel der Liganden Fn und Vn zeigt sich also eine komplexe Struktur-Funktion Beziehung.
Demnach gibt es nicht “die eine“ Konformation, die «V3-Integrin kompetent fiir eine
Ligandenbindung macht. Auch werden Liganden nicht nach dem Prinzip “wer zuerst kommt,
mahlt zuerst“ gebunden. Stattdessen wird je nach Konformation reguliert, welcher Ligand
gebunden wird und welcher nicht. Ob dieses Modell auf andere Liganden von oV (33-Integrin
wie z.B. Opn - als Ligand mit hoher Affinitét - oder Fbg - als Ligand mit niedriger Affinitét

- anwendbar ist, muss durch weitere Studien geklért werden.

87



4 DISKUSSION

4.5 DIE KONSERVIERTE RGD-SEQUENZ: EIN ERKENNUNGSMOTIV ABER

UNTERSCHIEDLICHE BINDUNGSAFFINITATEN

Alle getesteten Liganden dieser Arbeit werden von oV 3-Integrin iiber die gleiche Signalse-
quenz - die RGD Sequenz - gebunden [212, 215, 273, 274]. Interessanterweise gibt es trotz
gleicher Erkennungssequenz unterschiedliche Bindungsaffinitdten fiir diese Liganden. Es
ist bereits bekannt, dass die 3D Struktur der RGD-Sequenz einen grofien Einfluss auf die
Affinitat fiir einen Integrin-Rezeptor hat [50, 52]. Sowohl Konformation als auch Flexibilitat
der Struktur sind vermutlich wichtig fiir die Bindung des Liganden an das entsprechende
Integrin. Auch flankierende Aminosduren und die Anzahl der Disulfidbriicken in der Struktur
des Liganden beeinflussen die Affinitat der Integrin-Ligand Interaktion [53-55, 274]. Dies
folgt ganz dem Prinzip: Je besser der “Schliissel“ (= der extrazelluldre Ligand) in das
“Schloss® (= die Integrin Ligandenbindungstasche) passt, desto stiarker die Bindung. Ein
dhnliches Prinzip wird auch in der Arbeit von Cormier und Kollegen deutlich. Sie schlagen
vor, dass die Ligandenbindung von «V[(3-Integrin nicht nur von der Affinitdt sondern
auch von der Zugénglichkeit der Ligandenbindungstasche abhéngt [275]. Was bedeutet dies
aber fiir «V3-Integrin und die Fn vs. Vn Situation. Einige RGD-Liganden wie z.B. Fn
prasentieren ihre RGD-Sequenz in einem ausgelagerten Loop [276, 277]. Im Fall von Fn
wird die RGD-Sequenz in einem recht kurzen, unflexiblen Loop présentiert. Dies kénnte
zu sterischen Interaktionen mit der restlichen Proteinstruktur fithren und eine Fn-Bindung
nur bedingt erméglichen. Unterstiitzt wird diese Uberlegung durch MD Simulationen von
Vasyl Mykuliak (Universitat Tampere, Finnland). Fir ein Fn-gebundenes «V33-Integrin
in der EC-Konformation wurden tatsachlich sterische Interaktionen mit der Fn-Struktur
beobachtet (unpublizierte Daten). Fiir den Liganden Vn sind bisher noch keine Kristall-
strukturen publiziert, daher kann iiber die Konformation der RGD-Sequenz keine Aussage
getroffen werden. Man kénnte aber die Hypothese aufstellen, dass die RGD-Sequenz des
Liganden Vn im Gegensatz zu Fn in einem langen und woméglich flexibleren Loop présentiert
wird. Durch eine solche Flexibilitdt konnte die RGD-Sequenz ohne sterische Interaktion
mit der restlichen Proteinstruktur gebunden werden. Diese Uberlegung konnte erkliren
warum oV p3-Integrin den Liganden Vn mit hoher Affinitdt bindet wahrend der Ligand
Fn trotz gleicher Erkennungssequenz mit vergleichsweise niedrigerer Affinitdt gebunden
wird. Die Abhédngigkeit der Ligandenbindung von der Proteinstruktur auf extrazelluldrer
Seite wiirde aber nur erkldren warum oV 3-Integrin den Liganden Vn mit vergleichsweise
héherer Affinitdt bindet als Fn. Man kdnnte dies als intrinsische Affinitét eines Integrins fiir
seinen Liganden bezeichnen. In einer Art default-Zustand ohne dynamische Verdnderung
auf Integrin-Ebene entscheidet die 3D-Konformation des Liganden iiber die Bindungsstérke

an das Integrin. Die Daten dieser Arbeit zeigen aber klar, dass die Fn vs. Vn Bindung

88



4 DISKUSSION

von oV P3-Integrin dynamisch ist und einer nicht-linearen Regulation durch mechanische
Krafteinwirkung folgt. Laut der aktuellen Hypothese liegt die Ursache in einer kraftab-
héngigen Konformationsédnderung von oV 33-Integrin. Wechselt dieses Integrin von der
EC-Konformation in die EO-Konformation dndert sich auch die Koordination von Metallio-
nenbindestellen und vermutlich auch die Konformation der Ligandenbindungstasche [20, 131,
278, 279]. Demnach konnte die Zugénglichkeit der Ligandenbindungstasche fiir extrazellulare
Liganden je nach Konformation von «Vp3-Integrin variieren. In der EC-Konformation
mit geschlossener Kopfgruppe (33-V80C/D241C) konnte auch die Ligandenbindungsta-
sche in einer Art geschlossenen Konformation sein. Was bedeutet dies aber fiir die Fn
vs. Vn Bindung? Die Daten dieser Arbeit zeigen nadmlich, dass in dieser Konformation
ausschlieBlich Vn gebunden werden kann. Angenommen Vn présentiert seine RGD-Sequenz
wirklich in einem langen, flexiblen Loop, dann kénnte diese Flexibilitét trotz geschlossener
Ligandenbindungstasche eine Bindung ohne sterische Interaktionen erméglichen (Abb. 4.1
a). Im Gegensatz dazu konnte der kurze, recht unflexible RGD-Loop des Liganden Fn
nicht zugénglich fiir die Ligandenbindungstasche sein. Eine Bindung der Sequenz in dieser
Konformation wire demnach ohne sterische Interaktion mit der restlichen Proteinstruktur
nicht moglich. Findet durch mechanische Krafteinwirkung schliefSlich eine Aktivierung von
der EC-Konformation in die EO-Konformation ($3-N305T + mechanische Kraft) statt,
verandert sich vermutlich auch die Konformation der Ligandenbindungstasche in eine Art
gedffnete Konformation. In dieser Konformation kann nach wie vor Vn gebunden werden
und hochstwahrscheinlich ist die Zugénglichkeit fiir diesen Liganden erhéht im Vergleich
zur EC-Konformation. Der stéirkere Effekt zeigt sich aber in Bezug auf die Fn-Bindung. In
der gedffneten Form scheinen die sterischen Interaktionen stark verringert zu sein und die
RGD-Sequenz kann trotz der unflexiblen Konformation stabil gebunden werden (Abb. 4.1
c¢). Vn bleibt aber durch die bessere Zugénglichkeit nach wie vor der klar bevorzugte Ligand.
In einem Aktivierungszustand zwischen diesen beiden Konformationen (EP-Konformation)
ist a«VB3-Integrin vermutlich nicht maximal aktiviert [132]. Dementsprechend kénnte sich
auch die Ligandenbindungstasche in einer intermedidren Konformation befinden. In einem
solchen Zustand kann der Ligand Fn zwar gebunden werden, aber vermutlich fithrt eine
Bindung immer noch zu sterischen Interaktionen und damit zu keiner stabilen Fn-Bindung
(Abb. 4.1 b).

Dieses Modell ist aufgrund der fehlenden Kristallstruktur von Vn recht spekulativ, wiirde
aber plausibel die nicht-lineare Regulation der Fn vs. Vn Bindung durch kraftabhéngige
Konformationsdnderung von «Vp3-Integrin erkldren. Oder anders ausgedriickt: warum ein
sehr selektiver Vn-Rezeptor durch kraftabhéngige Konformationsinderung plotzlich zu einem

promiskuitiven Fn/Vn Rezeptor wird.
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Abbildung 4.1: Hypothetisches Model der differenziellen Ligandenbindung von «V[33-
Integrin.

Die Konformation von aVf33-Integrin wird durch mechanische Krafteinwirkung kontrolliert.
Ein Integrin unter geringer Zugspannung befindet sich in der EC-Konformation, wihrend ein
Integrin unter hoher Zugspannung durch eine Auslenkung der Hybrid-Doméne in die maximal
aktivierte EO-Konformation wechselt. Zwischen diesen beiden Zustédnden gibt es vermutlich
noch intermedidre Konformationen, bei denen die Hybrid Doméne nicht maximal ausgelenkt
wird (EP-Konformation). Die Auslenkungswinkel der Hybrid-Doméne sind beispielhaft mit
roten Winkelsymbolen dargestellt. Je nach Konformation variieren auch die Ligandenbindungs-
eigenschaften von ooV 33-Integrin. In der EC-Konformation wird ausschliellich Vn gebunden
aber nicht Fn. Wechselt das Integrin iber die EP-Konformation in die EO-Konformation wird
dieser sehr selektive Rezeptor in einen promiskuitiven Rezeptor tiberfithrt: Die Fahigkeit Fn
zu binden nimmt graduell zu, allerdings bleibt Vn der klar bevorzugte Ligand. Ein mdoglicher
Grund fiir diese konformationsabhéngigen Ligandenbindung kénnte an der Zugénglichkeit der
Ligandenbindungstasche liegen. (a) In der EC-Konformation kénnte auch die Ligandenbin-
dungstasche in einer Art geschlossenen Konformation vorliegen und in diesem Zustand nur
zugénglich fiir die RGD-Sequenz von Vn aber nicht fiir die von Fn sein. (c) Wechselt das Integrin
in die EO-Konformation kénnte dies auch eine Konformationsédnderung der Ligandenbindungs-
tasche in eine gedffnete Konformation induzieren. In diesem Zustand konnte die Zugénglichkeit
fir Fn erhoht sein, wodurch eine stabile Fn-Bindung ohne sterische Interaktionen mit der
restlichen Proteinstruktur ermdéglicht wird. (b) Die EP-Konformation zwischen diesen beiden
Extremzustdnden kénnte demnach eine intermedifre Konformation der Ligandenbindungstasche
induzieren. In einer solchen Konformation kann die RGD-Sequenz von Fn zwar gebunden
werden aber vermutlich kommt es immer noch zu sterischen Interaktionen mit der restlichen
Proteinstruktur. Eine stabile Fn-Bindung ist in diesem Zustand nur bedingt moglich.
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4.6 ZELLULARE KONSEQUENZEN EINER KRAFTABHANGIGEN LIGANDENBIN-

DUNG

Uber mechanische Kraft und iiber die Integrin Konformation kann also reguliert werden
welcher Ligand in welcher zelluldren Situation gebunden wird. Ein solcher Regulations-
mechanismus léasst stark vermuten, dass eine Bindung an unterschiedliche Liganden auch
unterschiedliche biologische Konsequenzen fiir eine Zelle bewirkt. Schon lange gibt es Ver-
mutungen, dass die Bindung eines bestimmten Liganden auf extrazelluldrer Seite eine
spezifische intrazelluldre Signalkaskade einleitet. Nur wenige Studien konnten aber experi-
mentelle Beweise liefern. Bottiger und Kollegen zeigen in diesem Zusammenhang, dass die
Phosphorylierung von oV 33-Integrin und Adaptoren auf intrazelluldrer Seite nach Bindung
an Fn vs. Vn variiert [140]. Auch die Interaktion mit weiteren Zelloberflichenrezeptoren kann
durch Bindung an verschiedene Liganden variieren. Soldi und Kollegen zeigten beispielsweise,
dass der Rezeptor Crosstalk zwischen der (33-Integrin Untereinheit und dem Rezeptor des
vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors 2 (VEGFR-2) erhéht war, wenn Zellen auf dem
Liganden Vn kultiviert wurden. Auf Fn war keine Erhohung des Rezeptor Crosstalk zu
beobachten [280]. Dies sind aber nur Indizien, dass die Bindung verschiedener Liganden
ein unterschiedliches Signalmodul in Zellen aktivieren kann. Ein eindeutiger Mechanismus
mit zugehorigem zellulirem Effekt wurde bis heute nicht gezeigt. Eine solche Uberlegung
wiirde aber plausibel die hohe Promiskuitit einiger Integrin-Rezeptoren erklaren. Demnach
konnte ein einzelnes Integrin je nach Art der Ligandenbindung ein unterschiedliches zelluldres
Verhalten auslosen. Dies wird vor allem interessant, da «V3-Integrin in beispielsweise
Krebszellen oder angiogenen Endothelzellen hoch reguliert ist [281-285]. Die Eigenschaft der
Promiskuitdt von oV 3-Integrin kénnte also an den invasiven Charakter von Krebszellen

gekniipft sein.

4.6.1 BINDUNG LOSLICHER LIGANDEN VS. IMMOBILISIERTER LIGANDEN

Ob eine Bindung verschiedener Liganden also unterschiedliche Signale in der Zelle bewirkt,
kann im Moment nicht geklart werden. Allerdings lassen sich durch die kraftabhingige
Regulation der differenziellen Ligandenbindung einige Phinomene aus der Literatur erklaren.
Huveneers und Kollegen zeigen beispielsweise, dass oV [33-Integrin kein l6sliches Fn binden
kann [43]. Dies war insofern tiberraschend, da die Bindung dieses Integrins an immobilisiertes
Fn recht etabliert war [45-47]. Wie kann man diesen Unterschied fiir die Bindung von aV33-
Integrin an 16sliches vs. immobilisiertes Fn erkldren? Bei einer Integrin-Ligand Interaktion mit

einem léslichen Liganden fehlt die Kopplung an ein Substrat oder ECM-Netzwerk auflerhalb
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der Zelle. Das Integrin ist zwar mit dem Aktin-Zytoskelett auf intrazelluléarer Seite verbunden
aber es kann nur bedingt Kraft erzeugt werden, weil ein “Gegenhalten“ von auflen fehlt.
Die logische Schlussfolgerung wére, dass eine solche Bindung unter geringer mechanischer
Krafteinwirkung stattfindet. Laut der Hypothese dieser Arbeit wiirden Integrine, die 16sliche
Liganden binden, somit in der EC-Konformation vorliegen. Der mechanische Stimulus fiir
einen Wechsel in die EO-Konformation fehlt. In dieser Arbeit wurde klar gezeigt, dass
oV P3-Integrin in der EC-Konformation nur an Vn bindet aber nicht an Fn. Damit wére auch
erklart warum Huveneers und Kollegen keine Bindung an 16sliches Fn beobachten konnten.
Alternativ kénnte man vermuten, dass die RGD-Sequenz von Fn in der 16slichen, kompakten
Konformation kryptisch verborgen ist und damit nicht fiir eine Bindung zur Verfiigung steht.
Wird Fn in ein ECM-Netzwerk eingebaut kénnte die RGD-Sequenz durch die Remodellierung
freigesetzt werden. Dies scheint aber eher unwahrscheinlich, da a531-Integrin (Hauptrezeptor
fiir Fn) sehr wohl in der Lage ist 16sliches Fn zu binden [43]. Die RGD-Sequenz muss also
prinzipiell auch in der kompakten, 16slichen Form zugénglich sein aber anscheinend nur
flir abpB1-Integrin und nicht fiir oV R3-Integrin. Interessanterweise konnte in der Studie
von Huveneers und Kollegen auch fiir die $3-N305T Mutation keine Bindung an 16sliches
Fn erfasst werden [43]. Diese Beobachtung bestétigt die Hypothese dieser Arbeit, dass der
Glykan Keil in 33-N305T vermutlich nicht ausreichend ist fiir eine maximale Aktivierung.
Ohne mechanische Krafteinwirkung befindet sich das Integrin also trotz erhdhter Aktivierung
nicht in einer geeigneten Konformation, die eine stabile Fn-Bindung erlaubt.

Ob «V3-Integrin weitere publizierte Liganden in ihrer 16slichen Form binden kann ist
wenig untersucht. Fiir eine Bindung an 16sliches Vn gibt es noch keine Daten. Geissinger und
Kollegen publizierten allerdings Indizien, dass oV 33-Integrin in Melanozyten an 16sliches
Opn bindet und dadurch ein Uberlebenssignal fiir Zellen generiert wird [286]. Anhand
der Daten dieser Arbeit wurde Opn - wie auch Vn - als Ligand mit hoher Affinitat fiir
oV 3-Integrin eingestuft. Dementsprechend kénnte auch eine Bindung von «V 33-Integrin

an losliches Vn ohne Probleme moglich sein.

4.6.2 MECHANISCHE KRAFT UND FIBRILLARE ADHASIONEN

a5B1-Integrin und oV B3-Integrin sind im Integrin-Feld beides etablierte Fn-Rezeptoren [41,
42, 45, 46]. Interessanterweise zeigen beide Integrine eine unterschiedliche Lokalisation in
Fibroblasten [287]. aV3-Integrin ist hauptséichlich in peripheren CMAs lokalisiert und
bildet den Kern dieser Art von Adhésion. a531-Integrin ist von dem Kern peripherer CMAs
ausgeschlossen und befindet sich stattdessen teilweise in einer Art “Giirtel* um diese Kernre-

gion [288]. Vor allem ist o5 1-Integrin aber in zentralen Bereichen der Zelle in sogenannten

92



4 DISKUSSION

fibrillaren Adhésionen lokalisiert, in denen oV 3-Integrin wiederum nicht vorkommt [289].
Eine solche Lokalisation zeigte sich auch in Experimenten dieser Arbeit. Werden Zellen auf
homogen beschichtetem Fn kultiviert ist oV 33-Integrin ausschliefllich in peripheren Adha-
sionen lokalisiert und abwesend von fibrilliren, zentralen Adhésionen (nicht gezeigt). Was
hat diese unterschiedliche Lokalisation aber jetzt mit der Hypothese einer kraftabhéngigen
Ligandenbindung dieser Arbeit zu tun? Fibrillire Adh&sionen sind hauptséchlich an diinne
Aktin-Filamenten gekoppelt und nicht an Aktin-Stressfasern [289, 290]. Daher werden sie
als Adhésionen bezeichnet, die unter geringer Zugspannung stehen. Auflerdem werden sie
im Gegensatz zu peripheren Adhésionen nicht abgebaut, wenn intrazellulire Kontraktilitét
reduziert wird [93, 94, 287, 290]. Im Gegensatz dazu sind die klassischen Fokalkontakte in
der Zellperipherie an dicke Aktin-Stressfasern gekoppelt und zeigen erhéhte Adhésionskraft
[289, 291, 292]. Es handelt sich bei diesen zwei Arten von Adhésionen also um Strukturen
mit vollkommen unterschiedlichem Kraftprofil. Die Hypothese dieser Arbeit besagt, dass
oV 3-Integrin fiir Fn-Bindung einen ausreichend mechanischen Stimulus erfahren muss. In
peripheren Fokalkontakten reicht dieser Stimulus anscheinend aus, um eine Fn-Bindung
zu induzieren. In fibrilliren Adhé&sionen ist der mechanische Input vermutlich nicht grof3
genug und oV B3-Integrin wird moéglicherweise aufgrund fehlender Kréafte aus dieser Art
von Adhésion ausgeschlossen. Daten von Michael Bachmann zeigen zudem, dass eine solche
Restriktion in periphere Adhésionen fur die 33-N305T Mutation nicht stattfindet (ca. 32%
Lokalisation zu zentralen Adhésionen). Dies zeigt, dass «V33-Integrin prinzipiell in fibrilldre
Adhésionen rekrutiert werden kann. Die notige Konformationséinderung in eine mehr gedffne-
te Konformation findet aber vermutlich aufgrund fehlender mechanischer Kréfte nicht statt.
Bei der $3-N305T Mutation handelt es sich zwar selbst nicht um eine maximal aktivierte
Integrin-Variante aber der reduzierte mechanische Stimulus in fibrillaren Adhésionen scheint
trotzdem ausreichend zu sein, um eine Fn-Bindung zu gewahrleisten. Dies spricht wiederum
fiir die Uberlegung, dass der Glykan Keil einen stabilisierenden Effekt hat und dadurch die
Energiebarriere fiir einen Wechsel in die EO-Konformation herabsetzt (s. Kap. 4.5.2).

Fokalkontakte in der Zellperipherie und zentrale, fibrillaire Adhésionen entstehen allerdings
nicht unabhéngig voneinander. Vielmehr entwickeln sich fibrillare Adhésionen im Verlauf
des Reifungsprozesses aus den peripheren Adhésionen, werden zentral verlagert und &n-
dern ihre Zusammensetzung intrazellulirer Proteine [287]. Wie verringert sich wéahrend
der Reifung aber das Kraftprofil und wie funktioniert der Wechsel von oV 33-Integrin zu
5B 1-Integrin? Kiirzlich wurde dem Protein Kank eine interessante Rolle in diesem Prozess
zugeschrieben. Kank bindet an Talin und blockiert dadurch eine Aktin-Bindestelle. Als
Resultat werden geringere Krifte entlang der Talin-Integrin Achse tibertragen und auch die
Integrin-Ligand Interaktion wird dadurch geschwicht [288, 293]. Aufgrund der reduzierten
Kréfte werden langlebige Catch-bonds in kurzlebige Slip-bonds verwandelt. Dies kénnte
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den Ubergang von ocVB3-Fn Bindungen (hoher mechanischer Zug) zu «531-Fn Bindungen

(niedriger mechanischer Zug) einleiten [45, 46].
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Kapitel 5

FAZIT UND OFFENE FRAGEN

Die Daten dieser Arbeit zeigen interessante neue Erkenntnisse tiber die Promiskuitdt von
oV 33-Integrin. In Situationen mit geringer zelluldrer Kontraktilitdt befindet sich oV [33-
Integrin in der EC-Konformation und ist - wie urspriinglich beschrieben [31, 32] - “der
Vn-Rezeptor”. Erhoht sich die intrazellulare Kontraktilitdt und damit der laterale Zug auf das
Integrin wechselt ocV33-Integrin iiber intermediére Konformationen in die EO-Konformation.
Dieser Prozess erhoht die Promiskuitdt und es kann zuséatzlich der Ligand Fn gebunden
werden (Abb. 4.1). Damit wére auch plausibel erklart warum oV B3-Integrin in zahlreichen
Studien eine Funktion als Fn-Rezeptor in Kultur und in vivo zugeschrieben wurde [45-48].
Diese Arbeit beschreibt somit zum ersten Mal experimentell einen Mechanismus tiber den
oV 3-Integrin regulieren kann welcher Ligand gebunden wird und welcher nicht. In einer
komplexen ECM findet demnach keine Bindung nach dem Prinzip “wer zuerst kommt mahlt
zuerst“ statt. Ob ein solcher Regulationsmechanismus auch fiir weitere Integrin-Rezeptoren
gliltig ist oder exklusiv fiir aV33-Integrin ist, muss in weiteren Studien geklart werden.
Erste Experimente zeigen, dass mechanische Kréfte auch fiir die Ligandenbindung von
oV B5-Integrin eine Rolle spielen kénnten (unpublizierte Daten Michael Bachmann).

Was bedeutet ein solcher Mechanismus aber in Bezug auf den physiologischen Sinn der
Promiskuitdt? Ohne Regulationsmechanismus wiirde die hohe Promiskuitéit gewéhrleisten,
dass oV 33-Integrin die meiste Zeit an einen Ligand gebunden ist wodurch eine konstante
Signaliibertragung ins Zellinnere erreicht wird. In einem solchen Szenario wére allein die
Aufrechterhaltung des Signales wichtig und dieses Signal kénnte unabhéngig vom Liganden
immer gleich sein. Die Tatsache, dass ein Regulationsmechanismus existiert macht es viel
wahrscheinlicher, dass unterschiedliche Liganden auch unterschiedliche Signale in die Zelle
weiterleiten. Es wére also interessant in weiteren Studien zu iiberpriifen ob eine Bindung an

verschiedene Liganden tatsdchlich ein unterschiedliches Signalmodul in Zellen aktiviert.
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ABBKURZUNGSVERZEICHNIS

ADMIDAS
BC
BLI
bVn
CAM
CMA
duCp
DMSO
DTT
EC
ECM
EO

EP
FACS
FAK
FCS
Fn
Fbg
GFP

MDS
MEF
MIDAS
MOC
NMITA
Opn
PDB
PDMS
Pxn
RGD
rhVn
SIM
SyMBS
Tln

Tsp

Vel
VEGFR

WF
Wt

. Adjacent to MIDAS
. Bent-closed Konformation
. Biolayer Interferometrie
. bovines Vitronektin
... Cell adhesion molecule
. Zell-Matrix Adhésion
.. direct microcontact printing
... Dimethylsulfoxid
. Dithiothreitol
. Extended-closed Konformation
. Extrazelluldre Matrix
. Extended-open Konformation
. Extended-primed Konformation
... Fluorescence assisted cell sorting
. Fokale Adhésions Kinase
.. Fetales Kéalberserum
. Fibronektin
. Fibrinogen
. green fluorescent protein
. Dissoziationsgleichgewichtskonstante
. Molekulardynamik Simulationen
. embryonale Mausfibroblasten
. Metal ion dependent adhesion site
. Mander’s overlap coefficient
. nicht-muskulédres Myosin I1TA
. Osteopontin
. Proteindatenbank
. Polydimethyl-Siloxan
. Paxillin
. Arginin-Glycin- Asparaginsédure
. rekombinantes humanes Vitronektin
. Structured Illumination Microscopy
... Synergistic metal ion binding site
. Talin
. Thrombospondin
. Vinculin
. Vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor Rezeptor
... Vitronektin
... Weitfeld
. Wildtyp
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